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Endogeni biogeni amin histamin je v različnih koncentracijah prisoten v celotnem 
organizmu. Do vseh bioloških sprememb, posredovanih s histaminom, pride preko štirih 
podtipov histaminskih receptorjev. Vsi histaminski receptorji spadajo v skupino receptorjev, 
sklopljenih s proteinom G. Po aktivaciji receptorja in sklopitvi s proteinom G, ta razpade na 
kompleksa α-GTP in βγ. Podenota α, ki je hkrati tudi GTP-aza izmenja vezani 
gvanozindifosfat (GDP) za gvanozintrifosfat (GTP).  Oba kompleksa nato sprožita nadaljnje 
efektorske sisteme v celici.  
V magistrski nalogi smo izvajali eksperimente na izoliranih membranah astrocitov 
novorojene podgane, ki dokazano izražajo histaminska receptorja H1 in H2. Z izvajanjem 
eksperimetov v izoliranih sistemih lahko določimo ključno lastnost liganda – njegovo 
afiniteto do vezave na receptor. Vzporedno smo izvajali poskuse z GTP in njegovim 
analogom Gpp(NH)p', ki ni podvržen hidrolizi. Z uporabo radioaktivno označenih ligandov 
(3H-mepiramin za H1 in 
3H-tiotidin za H2) smo dokazali prisotnost vezavnih mest obeh 
histaminskih receptorjev v izoliranem sistemu membran astrocitov. Maksimalna gostota 
vezavnih mest za 3H-mepiramin je bila 107,9 ± 37,15 fmol/mg proteinov in 
156,50 ± 45,64 fmol/mg proteinov za 3H-tiotidin. Ravnotežni konstanti disociacije za 
kompleks radioaktivno označen ligand:receptor sta bili 12,46 ± 7,10 nM za H1 in 
9,37 ± 4,40 nM za H2. Eksperimentalno smo določili še parametre inhibicije vezave 
radioliganda  (IC50, Ki) ob dodatku endogenega agonista in v prisotnosti GTP oziroma 
Gpp(NH)p'. Histamin je zaviral specifično vezavo 3H-mepiramina z inhibicijsko konstanto 
35,11 nM, ki se je v prisotnosti GTP zvečala na 122,74 nM in ob dodatku Gpp(NH)p' na 
221,23 nM.  Nasprotno je histamin zaviral specifično vezavo 3H-tiotidina; vrednost Ki se je 
iz 95,20 nM za histamin znižala na 14,35 nM ob dodatku GTP in do 5,41 nM ob dodanem 
Gpp(NH)p'. Dodatek Gpp(NH)p' ima zaradi njegove nepodvrženosti hidrolizi močnejši 
vpliv na spremembo afinitete v primerjavi z GTP. 
Potrdili smo, da je 3H-mepiramin označil receptorsko vezavno mesto na histaminskem 
receptorju H1 ter ugotovili, da vezavne lastnosti histamina ustrezajo vezavnim lastnostim 
agonista na histaminskem receptorju H1. Ugotovili smo tudi, da se 
3H-tiotidin obnaša kot 
inverzni agonist, ki se mogoče veže na drugo vezavno mesto kot histamin na histaminskem 
receptorju H2, vendar so za dokončno potrditev potrebne še nadaljnje raziskave. 






Endogenous biogenic amine histamine is found in varying concentrations throughout an 
entire organism. It exerts its effects via histamine H1, H2, H3 and H4 receptors. The histamine 
receptors are a class of G protein–coupled receptors. After agonist binding to the receptor, 
G protein subunits dissociate; the α subunit separates from the β/γ subunits. Subunit α which 
is also a GTP-ase exchanges bonded guanosine diphosphate (GDP) for guanosine 
triphosphate (GTP). Both of the complexes (α-GTP, β/γ) subsequently activate second 
messenger systems in the cell. 
In the master's thesis, experiments were carried out on isolated membranes of neonatal rat 
astrocytes, which are proven to express histamine receptors H1 and H2. By performing 
experiments in isolated systems, the key feature of the ligand can be determined: its affinity 
for binding to the receptor. In parallel, we conducted experiments in the presence of GTP 
and its non-hydrolyzable analogue Gpp(NH)p'. Using the radiolabelled ligands 
(3H-mepyramine for histamine receptor H1 and 
3H-tiotidine for histamine receptor H2), the 
presence of both histamine receptor binding sites in the isolated membrane system of 
astrocytes was demonstrated. The maximum densities of binding sites were 107.9 ± 37.15 
and 156.50 ± 45.64 fmol/mg protein for H1 and H2 receptor, respectively. The equilibrium 
dissociation constants for the complex radiolabelled ligand:receptor were 12.46 ± 7.10 nM 
for 3H-mepyramine binding to H1 receptor binding site; and 9.37 ± 4.40 nM for 
3H-tiotidine 
binding to H2 receptor binding site. The inhibition binding parameters of endogenous agonist 
histamine (IC50, Ki) displacing either 
3H-mepyramine or 3H-tiotidine binding  were 
determined experimentally in the presence or absence of GTP or Gpp(NH)p'.  Ki value of 
35.11 nM for histamine inhibiting 3H-mepyramine binding increased to 122.74 nM in the 
presence of GTP and to 221.23 nM in the presence of Gpp (NH)p'. However, the Ki values 
of histamine displacing 3H-tiotidine binding decreased from 95.20 nM to 14.35 nM in the 
presence of GTP and to 5.41 nM in the presence of Gpp(NH)p'. In both cases Gpp(NH)p', 
due to its non-hydrolyzable nature, has a stronger effect on Ki value change. 
We confirmed that 3H-mepyramine marked the receptor binding site on the histamine H1 
receptor and found that 3H-tiotidine behaved as an inverse agonist, which may bind to a 
different (possibly allosteric) binding site than histamine on the histamine H2 receptor. 
Further research is needed for definitive confirmation of the prevoius statement. 
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1. UVOD  
1.1 HISTAMIN 
Histamin je endogeni biogeni amin. Najdemo ga razporejenega po celotnem telesu. V 
visokih koncentracijah je prisoten v delih organizma, ki so v neposrednem stiku z zunanjim 
okoljem, npr. koža, sluznice, prebavila, kemoreceptorsko sprožilno področje, dihala; 
predstavlja komunikacijsko molekulo, preko katere je zunanje okolje v stiku z organizmom.  
Deluje kot živčni prenašalec v centralnem živčnem sistemu (CŽS) in kot lokalni mediator v 
črevesju, koži in imunskem sistemu. Histamin povzroča kompleksne fiziološke spremembe; 
te vključujejo prenos živčnih signalov, vnetni odziv, krčenje gladkih mišičnih celic, 
dilatacijo kapilar, kemotakso, nastanek citokinov in izločanje želodčne kisline. Do vseh 
bioloških sprememb pride preko štirih s proteinom G sklopljenih podtipov receptorjev 
(GPCRs) za histamin: hH1R, hH2R, hH3R in hH4R (1). V posteriornem hipotalamusu se 
nahajajo jedra histaminskih nevronov, ki izvirajo iz tuberomamilarnega jedra ter se širijo in 
projicirajo po celotnem CŽS (slika 1). V možganih imamo visoko stopnjo izraženosti treh 
od štirih do sedaj poznanih metabotropnih histaminskih receptorjev. hH1R in hH2R sta 
povečini ekscitatorna, medtem ko je hH3R inhibitorni avtoreceptor in heteroreceptor. Do 
zdaj je že znano, da je histamin pomemben regulator mnogih možganskih funkcij in da se 
sprošča iz nevronov CŽS. Medsebojne interakcije z drugimi aminergičnimi in 
peptidergičnimi sistemi tvorijo mrežo, ki spaja osnovne homeostatske in višje funkcije 
možganov, katere nadzorujejo regulacijo budnosti-spanja, upravljanje z energijo, občutek 






Slika 1: Histaminergični sistem v  človeških možganih. Histaminergična vlakna, ki izvirajo 
iz tuberomamilarnega jedra projicirajo in se razprostirajo po celotnem CŽS. Povzeto po (5). 
 
1.1.1 KEMIJSKE LASTNOSTI HISTAMINA 
Kemično je histamin 2-(4-imidazolil)etilamin (3). Histaminska molekula ima dva bazična 
centra. Prvi bazični center z vrednostjo pKa 9,40 je primarni alifatski amin, ki se nahaja na 
stranski verigi molekule histamina. Drugi bazični center, katerega vrednost pKa znaša 5,80, 
pa predstavlja imidazolski obroč. Pri fiziološki vrednosti pH se histamin nahaja v ravnotežni 
zmesi tavtomernih kationov, kjer monokation (protoniran je stranski alifatski amin) 
predstavlja 96 odstotkov zmesi, dikation približno 3 odstotke in zelo majhen delež 
predstavlja tudi neprotonirana oblika molekule. Pri nižjih vrednostih pH (npr. v kislih 
lipidih) se delež dikationa v razmerju poveča. Obe protonirani obliki molekule histamina 
(monokation in dikation) sta načeloma obravnavani kot aktivni obliki. Za agonistično 
delovanje pa je dovolj že monokationska oblika molekule. Vodno raztopino histamina 
predstavlja zmes dveh tavtomerov histamina (slika 2). Proton imidazolskega obroča prosto 
prehaja od enega dušika do drugega. Nτ (tau)-tavtomer ima proton na dušiku, ki je bolj 
oddaljen od stranske verige, Nπ (pi)-tavtomer pa ima proton na dušiku, ki je bližje stranski 
verigi v molekuli histamina. Pri vrednoti pH, ki je enaka fiziološki, je razmerje tavtomerov 






Slika 2: Tavtomerni obliki  histamina: tau (levo) in pi (desno). Povzeto po (7). 
 
1.1.2 BIOSINTEZA IN PRESNOVA HISTAMINA 
Histamin v možganih nastaja v histaminergičnih nevronih iz aminokisline L-histidin (8). 
Reakcija poteka v Golgijevem aparatu celic, ki izražajo encim histidin dekarboksilaza 
(HDC). Med te spadajo razen histaminergičnih nevronov in celic želodčne sluznice še 
monociti, limfociti, trombociti in nevtrofilci (9). Preko prenašalca za L-aminokisline (AK) 
pride do privzema L-histidina v živčno celico (slika 3). Tam mu encim L-HDC odcepi 
karboksilno (-COOH) skupino in nastane histamin. Privzem v sinaptični mešiček poteka 
preko vezikularnega monoaminskega prenašalca (VMAT2). Encim 
histamin-N-metiltransferaza (HNMT) ga po sprostitvi iz mešička pretvori do neaktivnega 
metabolita tele-metilhistamina (8). HNMT je prisotna v citosolu astrocitov in postsinaptičnih 
živčnih celic (8), kljub temu pa se morda HNMT v določenih primerih nahaja tudi v celični 
membrani in tako pride tudi do metilacije histamina v zunajceličnem prostoru (10). S to 
teorijo bi lahko torej na enostaven način razložili vprašanje presnove histamina, a ta žal ni 
nedvoumno potrjena. Glede na to, da je HNMT v glavnem prisotna v znotrajceličnem 
prostoru in ker histamin v obliki nabite molekule ne more prehajati celične membrane, mora 
očitno obstajati zaenkrat še neznani prenašalec za histamin (11). Le majhen delež histamina, 
ki znaša okrog 2-3 %, se izloči nespremenjenega. Preostali histamin (več kot 97 %) se 
metabolizira po dveh glavnih poteh s presnovnima encimoma HNMT in diamin oksidazo 
(DAO). S pomočjo HNMT se presnovi večina histamina (50-80 %) do N-metilhistamina, ki 
se nadalje metabolizira ob prisotnosti encima monoamin oksidaze B (MAO-B) do 
primarnega metabolita metilimidazola. DAO metabolizira  histamin (15-30 %) do imidazol 






Slika 3: Sinteza in metabolizem histamina. L-histidin se preko prenašalca za L-AK privzame 
v živčno celico, kjer ga HDC dekarboksilira do histamina. Ta se nato po privzemu v 
sinaptični mešiček preko VMAT2 sprosti in poteče reakcija metilacije s HNMT do 
tele-metilhistamina. Povzeto po (4). 
 
1.2 RECEPTOR IN LIGAND 
Pojem receptorja v najširšem pomenu besede razumemo kot mesto, na katero se veže 
ligand (učinkovina) v ali na celici in s tem omogoča nastanek biološkega učinka (12). Čeprav 
so bili ligandi v prvi polovici prejšnjega stoletja opredeljeni le kot agonisti in antagonisti, 
zdaj vemo, da imajo ligandi učinkovitost, ki se razprostira od agonistov, prek delnih 
agonistov, antagonistov do inverznih agonistov (13) v primeru, če se omenjeni ligandi vežejo 
na isto vezavno mesto na molekuli receptorja. Če se ligandi vežejo na drugo vezavno mesto 
govorimo o alosteričnih modulatorjih, ki lahko receptor aktivirajo (pozitivni modulatorji) ali 





Afiniteta je tendenca liganda do vezave na receptor, učinkovitost liganda pa opiše njegovo 
sposobnost aktivacije receptorja in proženje učinka (14). Agonisti povečajo receptorsko 
aktivnost, nevtralni antagonisti nimajo učinka nanjo in inverzni agonisti imajo sposobnost 
zmanjšanja aktivnosti receptorskih sistemov, aktivnih tudi v odsotnosti agonistov. V bistvu 
so številne zdravilne učinkovine, ki so bile prvenstveno opisane kot antagonisti pravzaprav 
inverzni agonisti. Primeri takih so cimetidin, haloperidol, prazosin, timolol, klozapin (15). 
1.2.1 MODELI RECEPTORJEV  
Eno izmed najzgodnejših eksplicitnih matematičnih predstavitev kinetike med ligandom in 
receptorjem je podal Clark leta 1933. Gre za teorijo zasedenosti, katere že samo ime 
nakazuje na to, da vezava liganda na receptor lahko privede do odziva. Clark je predpostavil, 
da je velikost učinka sorazmerna deležu zasedenih receptorjev. Maksimalni učinek agonista 
je dosežen, ko se agonist veže na vse receptorje v izoliranem organu. Agonisti se med seboj 
razlikujejo po velikosti maksimalnega učinka, oziroma intrinzični aktivnosti. Da bi 
razlikovali med učinkovinami (ligandi), ki samo zasedejo receptor, in tistimi, ki s svojo 
vezavo na receptor le-tega tudi spremenijo in posledično sprožijo fiziološki odgovor, je 
pojem intrinzična aktivnost uvedel Ariens leta 1954, z njim je opisal velikost učinka 
določenega agonista v primerjavi z maksimalnim učinkom endogenega agonista. Stephenson 
je v eksperimentalno farmakologijo uvedel pojem učinkovitost in jo opredelil kot sposobnost 
agonista, da sproži fiziološki ali farmakološki učinek (15,16). 
V nadaljevanju bo opisana trenutno sprejeta teorija delovanja ligandov na receptorje. 
MODEL KUBIČNEGA TERNARNEGA KOMPLEKSA (MODEL CTC) 
Model CTC opisuje ravnovesni model interakcij med receptorji, ligandi in proteini G in 
omogoča vezavo proteinov G tudi na neaktivne receptorje. V najpreprostejšem primeru (en 
receptor, en protein G in en ligand) je model CTC sestavljen iz osmih receptorskih mest, ki 
jih lahko grafično vizualiziramo, kot da zasedejo oglišča kocke. Statistično je model CTC 
zasičen trikotni logaritemsko-linearni model (slika 4) (13). 
Čeprav vemo že dosti o prenosu signala in samih signalnih poteh, pa mehanizem, preko 
katerega se ligand veže in aktivira GPCRs, ostaja nepojasnjen. Ob tem ko so poskušali 
razvozlati te mehanizme, so razvili številne modele zasedenosti. Prvi izmed teoretičnih 
modelov funkcije receptorja, ki je vključeval proteine G, je bil De Leanov model ternarnega 





zunajcelični strani in eno za protein G na znotrajcelični strani. Ta model je posplošitev 
prejšnjih modelov (v katerih sta obstajala samo prosti receptor in kompleks receptor:ligand) 
in dovoljuje receptorjem, da reagirajo tako z ligandi kot tudi s proteini G. Pomemben 
napredek pri razumevanju GPCRs je bilo spoznanje, da se lahko receptorji vežejo in 
funkcionalno aktivirajo proteine G tudi, če na receptor ni vezan agonist. Pridobljeni 
eksperimentalni rezultati so vodili še naprej v model razširjenega ternarnega kompleksa 
(ETC), ki je vključeval dve različni konformacijski stanji receptorja, in sicer aktivno (R*) in 
neaktivno (R) stanje, ki obstaja v ravnovesju tudi v odsotnosti liganda. To spontano 
ravnovesje določa bazalno aktivnost in je pri konstitutivno aktiviranih mutiranih receptorjih 
nagnjeno proti R*, s čimer se povečuje odgovor v odsotnosti liganda. Nadaljnja modifikacija 
modela ETC je model kubičnega ternarnega kompleksa (CTC), ki dopolnjuje model ETC s 
tem, da dovoljuje proteinom G, da interagirajo z receptorji, ki se nahajajo tako v aktivnem 
kot tudi neaktivnem stanju (R*G, LR*G, in RG, LRG). Ta dva modela sta zaslužna za učinke 
različnih tipov ligandov na receptorsko signaliziranje (13). 
 
 
Slika 4: Model CTC. R* in R prikazujeta aktivno oziroma neaktivno obliko receptorja, z L 
je označen ligand, Ka in Kg predstavljata konstanti asociacije liganda in proteina G; Kact je 
alosterična konstanta; α, β, γ so modulatorji afinitete, ko je receptor aktiviran oziroma vezan 
z ligandom in s proteinom G. δ predstavlja združeni učinek katerihkoli dveh dogodkov: 
aktivacije receptorja, vezave s proteinom G, vezave liganda, ki je pogojno odvisen od 





1.2.2 RAZREDI RECEPTORJEV 
Receptorji lahko izzovejo veliko različnih celičnih odzivov. Do odziva lahko pride v 
ekstremno kratkem času (primer sinaptičnega prenosa), ko govorimo o milisekundah, 
medtem ko je lahko za odziv spet drugih receptorjev, potrebno obdobje več dni (npr. tiroidni 
in steroidni hormoni). Pri tem gre predvsem za različne vrste vezave prenašalcev na receptor 
zaradi strukturne raznolikosti receptorjev ter posledično različne mehanizme prenosa 
informacije. Na podlagi tega lahko razdelimo receptorje na štiri različne razrede ali 
superdružine (14). 
RAZRED I: IONSKI KANALI ali IONOTROPNI RECEPTORJI 
Večinoma so to receptorji, na katere se vežejo hitro delujoči nevrotransmiterji. Primer takega 
je nikotinski receptor za acetilholin, receptor GABA-A, glutamatni receptorji (za NMDA, 
AMPA in kainatni tip receptorjev) (14). 
RAZRED II: RECEPTORJI, SKLOPLJENI S PROTEINOM G (GPCRs), ali 
METABOTROPNI RECEPTORJI ali 7-TRANSMEMBRANSKI RECEPTORJI 
Gre za membranske receptorje, sklopljene z znotrajceličnim efektorskim sistemom preko 
proteina G. Ta tip receptorjev predstavlja največjo družino in vključuje receptorje za številne 
hormone in počasne prenašalce (primeri: muskarinski receptor za acetilholin, 
adrenoreceptorji in kemokinski receptorji). Receptorji, sklopljeni s proteinom G, 
predstavljajo s svojimi sedmimi transmembranskimi (7TM) domenami največjo družino 
membranskih proteinov, zapisanih v človeškem genomu, in s tem hkrati tudi priljubljeno 
tarčo zdravil. Vsi predstavniki te družine, vključujoč histaminske receptorje, imajo podobno 
zgradbo, ki sestoji iz zunajceličnega N-terminalnega dela in znotrajceličnega 
C-terminalnega dela in 7TM vijačnic, medsebojno povezanih s tremi znotrajceličnimi zavoji 
in tremi zunajceličnimi zavoji. Njihova hitrost prenosa signala in nastop učinka variira od 
nekaj minut do nekaj ur. Prva reakcija aktivacijske kaskade GPCRs je vezava aktiviranega 
receptorja s trimernim kompleksom (enim ali več) imenovanim protein G. Proteini G 
sestojijo iz treh podenot (α, β, γ) in delujejo kot neke vrste molekularna stikala za številne 
druge efektorje v celici (slika 5). Po vezavi aktiviranega receptorja s proteinom G pride do 
odcepa GDP z α-podenote G-proteinskega kompleksa in na njegovo mesto se veže GTP. 
Celotni kompleks razpade na kompleksa α-GTP in βγ, oba od katerih imata sposobnost 
aktivacije nadaljnjih celičnih efektorjev (adenilat ciklaze (AC), fosfolipaze C (PLC), ionskih 





enim samim G-proteinskim kompleksom. Podenota α ima GTP-azno aktivnost in tako 
hidrolizira vezan GTP z namenom, da bi sama sebe deaktivirala (α-GTP kompleks) in 
zaključila z izvajanjem učinka na efektorje (ena α-podenota lahko aktivira več efektorjev). 
Nato se α-GDP in kompleks βγ spet združijo v trimerni kompleks-neaktivni protein G, ki je 
spet na voljo za vezavo z aktiviranim receptorjem, in cikel je sklenjen. Učinki kompleksov 
α-GTP in βγ vodijo v nastanek sekundarnih prenašalcev(cikličnega 
adenozinmonofosfata (cAMP), PLC) (18). 
 
Slika 5: Cikel heterotrimernega proteina G po aktivaciji receptorja z agonistom. Povzeto 
po (14). 
 
RAZRED III: KINAZNI RECEPTORJI/RECEPTORJI, VEZANI NA KINAZE 
Gre za veliko in heterogeno skupino membranskih receptorjev, ki se odzivajo predvsem na 
proteinske mediatorje. Njihovo zunajcelično domeno, na katero se veže ligand, povezuje z 
znotrajcelično domeno en sam transmembranski heliks. V veliko primerih je znotrajcelična 


































teh receptorjev so receptorji za inzulin in receptorji za razne citokine ter receptorji za rastne 
hormone. Glavni primer gvanil-ciklaznega tipa receptorja je receptor za atrijski natriuretični 
dejavnik. Obe vrsti teh receptrojev sta si strukturno zelo podobni, čeprav se njuna 
mehanizma prenosa informacije med seboj razlikujeta (14). 
RAZRED IV: JEDRNI RECEPTORJI 
To so receptorji, ki uravnavajo prepisovanje genov. Samo ime jedrni receptorji je nekoliko 
neustrezno, saj se nekateri od teh receptorjev dejansko nahajajo v citosolu in se šele ob 
prisotnosti liganda preselijo v predel jedra. Ti receptorji vključujejo receptorje za steroidne 
hormone, receptorje za tiroidne hormone in druge ligande, npr. retinojsko kislino in 
vitamin D. Receptorji tega tipa služijo tudi za prepoznavanje številnih telesu tujih molekul 
in posledično izražanje encimov za metabolizem le-teh (14). 
1.2.3 HISTAMINSKI RECEPTORJI 
Vsi histaminski receptorji, ki jih do sedaj poznamo so predstavniki GPCRs, ki prenašajo 
sporočila iz zunanjosti celice preko proteinov G, vendar se njihovi posamezni mehanizmi 
prenosa signala med seboj  razlikujejo (preglednica I, slika 6). hH1R se veže z Gq/11, ki 
stimulira PLC, medtem ko je hH2R povezan z Gs in aktivira AC (19). hH3R in hH4R se vežeta 
s proteini Gi, in sicer pride do inhibicije delovanja AC in do stimulacije MAPK (20–22). 
Pomembna značilnost GPCRs in s tem tudi vseh histaminskih receptorjev je njihova 
konstitutivna aktivost. Gre za spontano aktivnost receptorjev v odsotnosti agonista in 
zaradi te lastnosti lahko dosedanje antagoniste po novem opredelimo kot inverzne 
agoniste (22). Relativna koncentracija histamina, potrebna za aktivacijo posameznega 
histaminskega receptorja, se med posameznimi receptorji razlikuje. hH1R in hH2R imata 
relativno nizko afiniteto za histamin v primerjavi s hH3R in hH4R. Vendar tudi lokalna 
koncentracija histamina in prisotnost različnih podtipov receptorjev v tkivu prispevajo k 








Preglednica I: Pregled podtipov histaminskih receptorjev. Povzeto po (1). 
 H1R H2R H3R H4R 
GENSKI LOKUS 3q25 5q35.2 20q13.33 18q11.2 
ŠTEVILO AK V 
ZAPOREDJU 
487 359 445 390 
ŠTEVILO 
IZOFORM 
  vsaj 20 >3 
SKLAPLJANJE S 
PROTEINI G 
Gαq/11 Gαs Gαi/o Gαi/o 
KONSTITUTIVNA 
AKTIVNOST 
+ + ++ ++ 
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Slika 6: Shematični pregled glavnih poti prenosa signala vseh štirih histaminskih 
receptorjev. Povzeto po (1). 
 
1.2.3.1 HISTAMINSKI RECEPTOR H1  
Njegovi predstavniki so prisotni v številnih tivih in različnih vrstah celic (nevroni, celice 
imunskega sistema, celice gladkih mišic, celice respiratornega, intestinalnega in žilnega 
epitelija). Vezava histamina na hH1R (slika 7) ima pomembno vlogo pri nastanku alergijskih 
reakcij tipa I, in vendar še zmeraj ne poznamo kristalne strukture kompleksa hH1R-histamin. 
Histamin, ki se ob stiku z alergenom sprosti iz mastocitov, se veže na hH1R in ga aktivira.  
hH1R posreduje glavnino svojih učinkov preko vezave s proteini Gq/11, v nekaterih sistemih 
se veže tudi s proteini Gi/0. Glavna signalna pot poteka preko aktivacije PLC, ki vodi do 
nastanka 1,2-diacilglicerola (DAG) in inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3). Nastali DAG aktivira 
protein kinazo C (PKC), ki olajša vstop Ca2+ skozi napetostno odvisne kalcijeve kanalčke 
(VDCC). IP3 pa povzroči sproščanje znotrajceličnih zalog Ca
2+. Preostale efektorske poti 
hH1R vključujejo nastanek arahidonske kisline (AA), dušikovega oksida (NO) in 
cGMP(1,20). V možganih sesalcev aktivacija hH1R stimulira tudi AC in posledično 
nastajanje cAMP. V možganih podgan je nastajanje cAMP odvisno od aktivacije PKC in 
tako znotraj- kot tudi zunajceličnih koncentracij Ca2+ (1). hH1R je glavna tarča terapevtskih 





rinitisa in anafilaktičnega šoka. Najpomembnejše učinkovine v terapevtski uporabi so 
inverzni agonisti hH1R (cetirizin, loratadin, olopatadin) (1,23). Pri zdravljenju hude 
alergijske reakcije še vedno predpisujemo klemastin, ki je primer antagonista hH1R prve 
generacije (24). 
 
Slika 7: Reakcija histamina z AK-ostanki po vezavi na hH1R. Pri vezavi agonista 
(histamina) na hH1R so ključnega pomena interakcije z AK- ostankoma Asn198 in Thr194 
na  peti TM vijačnici α in Asp107 na tretjem TM-področju. Najpomembnejša med vsemi je 
interakcija med pozitivno nabito etilaminsko skupino histamina z negativno nabito 
karboksilno skupino AK-ostanka Asp107 na  tretjem TM-področju. Ta interakcija igra 
pomembno vlogo tudi pri vezavi antagonistov in inverznih agonistov na hH1R (23). Slika 










1.2.3.2 HISTAMINSKI RECEPTOR H2  
hH2R se veže s podtipom Gs proteinov G in tako posreduje svoje učinke preko aktivacije 
AC, v nekaterih sistemih pa se veže tudi z Gq in aktivira PLC. 
Odkritje in karakterizacija hH2R leta 1972 (Black in sodelavci) je ena največjih zgodb o 
uspehu v raziskovanju terapevtskih učinkovin. Iskanje antagonistov hH2R za uporabo pri 
terapiji ulkusnih razjed želodca in dvanajstnika je privedlo do odkritja cimetidina, ki so ga 
dolgo let uporabljali za zdravljenje prekomernega izločanja želodčne kisline. Z uporabo 
antagonistov hH2R so prišli do dokazov, kako pomembna je fiziološka vloga histamina pri 
regulaciji izločanja želodčne kisline. Medtem so odkrili hH2R tudi v številnih drugih tkivih 
in celicah (levkociti, srčna mišica, možgani). Odkrili so številne agoniste in antagoniste 
hH2R, večino antagonistov so naknadno opredelili v inverzne agoniste (26,27). Na sliki 8 je 
prikazan teoretični model za vezavo histamina na hH2R. Strukturo hH2R vidimo na sliki 9. 
 
 
Slika 8: Teoretični model za vezavo histamina na hH2R. AK-ostanek Asp98 v tretji TM 
domeni se veže s pozitivno nabito NH3
+-skupino etil amonijeve stranske verige histamina. 
Predpostavljajo, da imidazolni dušikovi atomi histamina tvorijo vodikove vezi z Asp186 in 
Thr190 AK-ostankoma pete TM domene hH2R. Ionizacijski stanji AK-ostankov Asp186 in 
Thr190 sta neznani; zato lahko AK-ostanka služita bodisi kot protonski donor ali akceptor. 







Slika 9: Struktura hH2R. Prikazano je zaporedje hH2R in domnevna struktura hH2R. 
AK-ostanki, za katere domnevajo, da so vključeni v vezavo liganda in vezavo proteina Gs, so 
označeni. Povzeto po (28). 
 
1.3 ASTROCITI  
Astrociti so najštevilčnejši predstavniki celic glije. Več jih je tudi kot celic nevronov. Bolj 
kot je živalska vrsta razvita, večji delež glije je v njenih možganih. Dolgo časa so bili 
raziskovalci  prepričani, da imajo celice glije samo podporno vlogo in da gre za neke vrste 
možgansko lepilo. A vendar so v zadnjem času dognali, da tudi celice glije izločajo signalne 
molekule in tako sodelujejo pri prenosu in obdelovanju podatkov v možganih. Pomembno 
vlogo imajo v energijskem metabolizmu možganov, uravnavanju pretoka krvi, razvoju 
možganov. Astrociti, ki tesno ovijajo sinapse, skrbijo tudi za odstranjevanje živčnih 
prenašalcev iz sinaptične špranje in predstavljajo enakovredni del tridelne sinapse, ki jo 
sestavljata še presinaptični in postsinaptični nevron (slika 10). S tem pomembno vplivajo na 
hitrost sinaptičnega prenosa. Tako kot nevroni, so tudi astrociti vzdražne celice, ki pa se 
namesto s spremembo membranskega potenciala na dražljaje odzivajo s povečanim vtokom 
kalcijevih ionov v celice. Do številnih procesov, med katerimi je tudi sproščanje kemičnih 





astrocitih so kemični prenašalci shranjeni v mešičkih in se izločajo z eksocitozo. Ob zlitju 
mešičkov s plazmalemo pride do povišanja električne kapacitivnosti membrane, kar 
razumemo kot to, da imajo tako kot nevroni tudi astrociti uravnavano eksocitozo. Z vsemi 
temi dognanji se je vloga in razumevanje delovanja astrocitov v možganih močno približala 
nevronom. Glavna razlika med astrociti in nevroni pa ostaja v hitrosti delovanja. Signali se 
lahko pri astrocitih odvijajo s časovno konstanto, ki je najmanj dva velikostna razreda 
počasnejša od tiste pri nevronih (29–31). 
 
 





2. NAMEN DELA 
Astrociti podgane izražajo hH1R in hH2R . Oba podtipa spadata v razred II farmakoloških 
receptorjev, ki za sprožitev signala potrebujejo sklopitev s proteinom G.  Vezavno mesto je 
dostopno z zunajcelične strani in se nahaja na tretjem in petem TM-področju. Na 
znotrajcelični strani je receptor sklopljen z efektorskim proteinom G, ki veže gvaninske 
nukleotide (GDP in GTP; strukturni formuli molekul sta prikazani na slikah 11 in 12). 
Proteini G so sestavljeni iz treh podenot: α, β in γ. Podenota α ima GTP-azno aktivnost, in 
sicer po vezavi na receptor izmenja vezani GDP za GTP, posledično pride do razpada 
trimernega proteina na podenoto α-GTP in kompleks βγ. V magistrski nalogi nas je 
zanimalo, ali in kako GTP (povzroči disociacijo kompleksa receptor:protein  G) oz. njegov 
analog Gpp(NH)'p (ki ni podvržen hidrolizi - ne povzoči disociacije kompleksa 
receptor:protein G; slika 13) vplivata na vezavne lastnosti dveh podtipov histaminskih 
receptorjev na astrocitih podgane. 
 
Slika 11: Strukturna formula GDP. Povzeto po (33). 
 
Slika 12: Strukturna formula GTP. Povzeto po (33). 
 
Slika 13: Strukturna formula nehidrolizabilnega analoga GTP; Gpp(NH)p'. 







V magistrski nalogi bomo preverili naslednje hipoteze: 
1. 3H-mepiramin (selektivni ligand hH1R) se bo vezal na vezavno mesto hH1R izoliranih 
celičnih membran astrocitov. Vezava 3H-mepiramina bo nasitljiva in reverzibilna. 
2. 3H-tiotidin (selektivni ligand hH2R) se bo vezal na vezavno mesto hH2R izoliranih celičnih 
membran astrocitov. Vezava 3H-tiotidina bo nasitljiva in reverzibilna. 
3. Dodatek  GTP oziroma njegovega analoga Gpp(NH)'p bo spremenil vezavne lastnosti 







3. MATERIALI in METODE 
3.1 MATERIALI 
● Gojišče Leibovitz L-15 (Sigma, ZDA) 
● Gentamicin, raztopina 50 μg/mL (Gibco, ZDA) 
● BSA - goveji serumski albumin (Sigma, ZDA) 
● Gojišče DMEM-po Dulbeccu spremenjen Eaglov medij (Gibco, ZDA) 
● FBS-fetalni serum goveda (Lonza, Belgija) 
● L-glutamin, raztopina 200 mM (Gibco, ZDA) 
● Piruvat (Gibco, ZDA) 
● Tripsin-EDTA, raztopina 0,05-% tripsina v Na4EDTA (Gibco,ZDA) 
● PBS – fosfatni pufer s pH 7,4; 10× koncentriran (Gibco, ZDA)  
● Na2HPO4×2H2O p.a. (Merck, Nemčija) 
● KH2PO4 (Riedel de Haen, Nemčija) 
● Koktajl proteaznih inhibitorjev (Sigma, ZDA) 
● Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, ZDA) 
● Bio-Rad Protein Assay Standard I (Bio-Rad Laboratories, ZDA) 
● Cimetidin (Smith Kline & French Laboratories LTD, ZK) 
● Triprolidin (Sigma, ZDA) 
● HCl (Merck, Nemčija) 
● 3H-tiotidin, specifična aktivnost 82,2 Ci/mmol (New England Nuclear, ZDA) 
● 3H-mepiramin, specifična aktivnost 23,2 Ci/mmol (Sigma, ZDA) 
● 99,9% etanol (Merck, Nemčija) 
● 0,1% askorbinska kislina (Merck, Nemčija) 
● Histamin (Smith Kline & French Laboratories LTD, ZK) 
● GTP (Koch-Light Laboratories LTD, ZK) 
● Gpp(NH)p' (Sigma, ZDA) 
● Stekleni filtri – glass microfibre filters GF/C s premerom por 1,2 μm (Whatman plc, ZK) 





3.1.1 SESTAVA RAZTOPIN 
RAZTOPINA ZA PREPARACIJO SUSPENZIJE CELIC MOŽGANSKE SKORJE 
0,05 g         BSA 
50 μg          gentamicin 
50 mL         gojišče Leibovitz L-15  
 
HRANILNI MEDIJ ZA GOJENJE ASTROCITOV 
50 mL          DMEM 
5 mL            FBS 
500 μl          L-glutamin 
500 μL         piruvat 
50 μL           gentamicin 
 
0,15 M Na+/K+ FOSFATNI PUFER s pH 7,4 
818 mL         66,7 mM raztopina Na2HPO4× 2H2O 
182 mL         66,7 mM raztopina KH2PO4 
 
RAZTOPINA ZA REDČENJE 3H-MEPIRAMINA in 3H-TIOTIDINA 
1 mL            99,9 % EtOH 
100 μL         0,1 M HCl 
ad 10 mL      0,1 % askorbinska kislina 
 
RAZTOPINA 10-3 M CIMETIDINA 
1,262 mg     cimetidin 
0,5 mL          0,01 M HCl 








3.2.1 POSKUSNE ŽIVALI 
Primarne astrocitne kulture smo pripravili iz možganske skorje novorojenih podgan seva 
Wistar. Uporabili smo podgane obeh spolov, stare 2 do 4 dni, preparacijo pa smo izvedli po 
metodi Schwartzove in Wilsonove (34). 
Vse postopke na živalih smo opravili v skladu z dovoljenjem za delo s poskusnimi živalmi 
št. U34401 – 4/2014/4, ki ga je izdala Veterinarska uprava Republike Slovenije. Obenem 
smo delovali tudi v skladu s smernicami za delo s poskusnimi živalmi Komiteja za zaščito 
živali Nacionalnih Inštitutov zdravja Bethesda, ZDA. 
3.2.2 PRIPRAVA PRIMARNIH KULTUR ASTROCITOV 
Novorojene podgane je dekapitirala sodelavka z ustreznim dovoljenjem, ki ji dovoljuje 
izvajanje evtanazije poskusnih živali. Iz lobanje je odstranila možgane in jih potopila v 4 mL 
preparacijske raztopine. Od velikih možganov je odstranila možganske ovojnice ter jih 
razpolovila in ločila možgansko skorjo od preostalega možganskega tkiva. 
Izolirano in očiščeno možgansko skorjo smo potem prenesli v centrifugirko in ob dodatku 
4 mL preparacijske raztopine centrifugirali 4 minute pri 12000 obratih/minuto pri sobni 
temperaturi. Supernatant smo zavrgli in dodali 4 mL sveže preparacijske raztopine. S 
pomočjo pipete smo usedlino v naslednjem koraku mehansko razbili in vsebino centrifugirke 
homogenizirali, nato pa postopek centrifugiranja in suspendiranja ponovili pri 
nespremenjenih pogojih. Nastalo suspenzijo smo prenesli na petrijevko. Sledilo je mehansko 
drobljenje tkiva z iglami različnih debelin (20, 22 in 25 μm). Z zadnjo iglo smo suspenzijo 
preko sterilne najlonske mrežice Nitex (premer por 0,75 μm) prenesli v centrifugirko. 
Ponovno je sledilo centrifugiranje pri zgoraj opisanih pogojih. Supernatant smo previdno 
odlili, usedlini dodali 14 mL gojišča in suspenzijo prenesli v gojilne stekleničke. Te smo 
postavili v inkubator ter celice inkubirali pri 37 °C in mešanici 95 % zraka in 5 % CO2. 
Po 5 dneh smo celicam zamenjali gojišče in jih naprej gojili do prve konfluentnosti. Šele ko 
so celice prekrile celotno dno gojilne stekleničke, je sledil postopek prve pasaže. Najprej 
smo zamenjali gojišče, celice ponovno postavili v inkubator pri enakih pogojih (37 °C, 
mešanica 95 % zraka in 5 % CO2) in jih nato po 6 urah prenesli na stresalnik. Stresali smo 
jih 20 ur pri 150 obratih/minuto pri sobnih pogojih. Na ta način smo celice očistili mikroglije, 





odstranimo. Postopek menjave gojišča in stresanja smo ponovili trikrat. Po treh zaporednih 
stresanjih smo gojišče odlili, celice sprali z 10 mL DMEM in jim dodali 4 mL raztopine 
tripsin-EDTA. Stekleničke smo za 20 minut postavili v inkubator pri že prej opisanih 
pogojih. V tem času so celice odstopile od podlage. Nato smo vsebino razdelili na večje 
število novih gojilnih stekleničk in tako celicam zagotovili več prostora za rast. Vsebino 
vsake gojilne stekleničke smo z gojiščem dopolnili do 14 mL in stekleničke zopet prenesli 
v inkubator. Po 24 urah smo zamenjali gojišče in tako odstranili tripsin. Celice smo ponovno 
postavili v inkubator in počakali do naslednje konfluentnosti. 
Po drugi doseženi konfluentnosti je sledil postopek druge pasaže. Najprej smo odlili gojišče, 
celice sprali z 10 mL svežega gojišča in jim dodali 4 mL raztopine tripsin-EDTA, da so 
celice odstopile od podlage. Po inkubaciji, ki je trajala 20 minut (37 °C, mešanica 95 % zraka 
in 5 % CO2), smo celice, ki niso odstopile od podlage, postrgali s strgalom. Dodali smo 
32 mL gojišča in s pomočjo pipete suspendirali celice, tripsin in gojišče ter suspenzijo 
prenesli v petrijevke. Po 24 urah smo zamenjali gojišče in celice pri enkakih pogojih 
inkubacije gojili do tretje konfluentnosti. 
Ob dosegu tretje konfluentnosti smo iz vsake petrijevke odsesali gojišče, celicam dodali 
1,5 mL pufra PBS in jih s strgalom postrgali z dna petrijevk. Suspenzijo celic v pufru PBS 
smo prenesli v centrifugirke in 15 minut centrifugirali pri 12000 obratih/minuto pri sobni 
temperaturi. Supernatant smo odlili, usedlino pa zamrznili pri -70 °C. 
3.2.3 PRIPRAVA IZOLIRANIH CELIČNIH MEMBRAN ASTROCITOV 
Celice, zamrznjene pri -70 ° C, smo vzeli iz zamrzovalnika in jim dodali 1 mL ledeno 
mrzlega 0,15 M fosfatnega pufra (pH 7,4) in 10 μL zmesi proteaznih inhibitorjev (volumsko 
razmerje fosfatni pufer : proteazni inhibitorji = 100 : 1). Na ta način smo preprečili, da bi ob 
razbitju celične membrane, prišlo do encimske razgradnje ključnih proteinov z 
znotrajceličnimi proteazami. Vse skupaj smo dobro premešali, nato pa smo z uporabo 
ultrazvočnega valovanja, ki ga oddaja ročni homogenizator (sonikator), razbili celične 
membrane. Vsebino vsake centrifugirke smo sonicirali trikrat po 10-15 sekund z obveznim 
vmesnim hlajenjem na ledu. Suspenzijo razbitih celic smo nato centrifugirali 20 minut pri 
40000 g in temperaturi 4 °C. Supernatant smo zavgli, usedlini dodali 1 mL svežega 
fosfatnega pufra in 10 μL raztopine proteaznih inhibitorjev ter membrane ponovno po 





centrifugirali pri zgoraj opisanih pogojih, supernatant smo zavrgli, usedlino celičnih 
membran pa zamrznili pri -70 °C. 
3.2.4 DOLOČANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV 
Koncentracijo proteinov v vzorčni raztopini smo določali z metodo po Bradfordu (primer je 
prikazan v dodatku 8.1). Gre za fotometrično metodo, pri čemer predpostavljamo premo 
sorazmernost med koncentracijo proteinov v vzorcu in intenziteto obarvanosti vzorca. 
Obarvanost raztopine vzorca je posledica nastanka produkta, ki ga proteini tvorijo z barvilom 
Coomassie Brilliant Blue G-250. Meritve izvajamo s spektrofotometrom pri valovni dolžini 
595 nm, ki predstavlja absorpcijski maksimum obarvanega produkta (35). V ta namen smo 
uporabili reagent za barvanje, ki vsebuje kislo raztopino barvila Coomassie Brilliant Blue 
G-250 (Bio-Rad Protein Assay) ter standard z liofiliziranimi govejimi plazemskimi gama 
globulini (Bio-Rad Protein Assay Standard I, raztopina 1 μg/μL). 
Zamrznjene celične membrane smo vzeli iz zamrzovalnika in jih z uporabo sonikatorja 
suspendirali v 1 mL 0,15 M fosfatnega pufra (pH 7,4). Pripravljeni suspenziji smo s pomočjo 
umeritvene krivulje določili koncentracijo proteinov. 
Za pripravo umeritvene krivulje smo v mikrocentrifugirke odpipetirali naraščajoče volumne 
standardne raztopine proteinov (2,5 μL, 5 μL, 8 μL, 10 μL, 20 μL, 30 μL, 50 μL; 
preglednica II). Nato smo vsako raztopino z bidestilirano vodo razredčili do skupnega 
volumna 800 μL, na koncu pa smo dodali še 200 μL reagenta za barvanje. Prav tako smo 
pripravili tudi slepi vzorec z enakim končnim volumnom 1000 μL, ki je vseboval le 800 μL 
vode in 200 μL reagenta za barvanje. Pripravljene raztopine smo premešali in inkubirali 
30 minut pri sobni temperaturi, nato pa jim pri valovni dolžini 595 nm s spektrofotometrom 
izmerili absorbanco. Poskus smo naredili v dveh paralelkah. 
Vzporedno smo pripravili tudi raztopini vzorca, spet v dveh paralelkah. V dve 
mikrocentrifugirki smo odpipetirali 5μL oziroma 10 μL suspenzije celičnih membran 
astrocitov, jih z vodo razredčili do skupnega volumna 800 μL in jim nato dodali 200 μL 
reagenta za barvanje. Raztopini smo premešali in pustili reagirati 30 minut, nakar smo pri 
valovni dolžini 595 nm s spektrofotometrom izmerili absorbanco. 
Glede na določeno koncentracijo proteinov v vzorcu smo vzorec izoliranih celičnih 






Preglednica II: Sestava raztopin vzorcev za določanje koncentracije proteinov v vzorcu 







RAZTOPINE STANDARDA MEMBRANE 
ASTROCITOV 
800 μL H2O 
200 μL reagenta 
za barvanje 
H2O do volumna 800 μL 
200 μL reagenta za barvanje 
H2O do volumna 
800 μL 
200 μL reagenta za 
barvanje 
 
3.2.5 VEZAVNE ŠTUDIJE 
Vezavne študije se izkazujejo kot zelo enostavne in obenem učinkovite metode, ki jih 
uporabljamo za študij receptorjev. Razdelimo jih lahko na študije saturacije, študije 
inhibicije in študije kinetike vezave. Pri vseh naštetih uporabljamo radioaktivno označen 
ligand (RL), s pomočjo katerega določamo število receptorjev, afiniteto ligandov do 
receptorja in kinetiko vezavnih procesov (36,37). 
3.2.5.1 ŠTUDIJE SATURACIJE 
Z namenom, da bi določili maksimalno število vezavnih mest receptorjev (Bmax) in afiniteto 
liganda do receptorja (KD), uporabljamo metodo saturacije, in sicer eksperimentalno 
določamo, kako se RL v odvisnosti od koncentracije veže na specifični receptor (18,36,37). 
Lastnosti liganda, ki ga uporabljamo pri študijah saturacije, so visoka specifičnost in visoka 
afiniteta za izbran receptor ter nizka stopnja nespecifične vezave (38). Zelo pomembna je 
tudi sledljivost liganda, saj želimo naše rezultate po koncu eksperimenta čim lažje izmeriti. 
Največkrat ravno zaradi tega uporabljamo RL (38). 
NESPECIFIČNA VEZAVA 
Opredelimo jo kot vezavo liganda na vsa ostala mesta (tkivo, stekleni filtri, drugi receptorji), 
ki niso vezavno mesto proučevanega receptorja (36). Nespecifična vezava je odvisna od 
koncentracije liganda, zanjo sta značilni nenasitljivost in linearnost (18). Za določitev 
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nespecifične vezave potrebujemo visoko koncentracijo (100 × KD) visoko specifičnega 
neoznačenega antagonista in RL (14). Prisotnost visoke koncentracije antagonista omogoči, 
da iz vezavnih mest receptorjev antagonist izpodrine RL in zatorej bo ta vezan le na 
nespecifična mesta. V izogib potencialnemu obstoju istih nespecifičnih vezavnih mest je 
zaželjena čim manjša podobnost med RL in antagonistom, ki ne sme biti označen (18,36). 
CELOKUPNA VEZAVA 
Celokupno vezavo nam podajo meritve vezave RL v odvisnosti od njegove koncentracije. 
Rezultat je delež RL, ki predstavlja vsoto njegove vezave na zanj specifična in obenem tudi 
nespecifična vezavna mesta (14,18,36). 
SPECIFIČNA VEZAVA 
Za razliko od nespecifične in celokupne vezave, specifične vezave ne moremo neposredno 
eksperimentalno določiti. Izračunamo jo namreč iz razlike med celokupno in nespecifično 
vezavo. Pri specifični vezavi gre za delež liganda, ki je vezan izključno na zanj specifična 
vezavna mesta receptorjev. Značilno za specifično vezavo je, da je nasitljiva (14,18,36). 
Odvisnost specifične vezave RL od njegove koncentracije predstavimo z nelinearnim 
modelom, ki temelji na Langmuirjevi adsorpcijski izotermi, matematično pa ga opiše 
Enačba 1. Ob njeni pomoči določimo maksimalno gostoto specifičnih vezavnih mest (Bmax) 
in ravnotežno disociacijsko konstanto (KD), ki predstavlja afiniteto liganda do receptorja. Po 
definiciji je to tista koncentracija liganda, ki zasede polovico vseh vezavnih mest.  Vrednost 
KD  in afiniteta liganda za receptor sta obratno sorazmerni (1,14,18,37). 
Enačba 1: Model nelinearne regresije specifične vezave radioliganda. 
𝐁 =
𝐁𝐦𝐚𝐱 ×    [𝐋 ∗]
𝐊𝐃 +   [𝐋 ∗]
 
 
B  specifično vezan ligand 
Bmax  celokupno število  specifičnih vezavnih mest 
[L*]  molarna koncentracija prostega liganda* 
KD  ravnotežna konstanta disociacije kompleksa receptor:ligand 
* Število molekul liganda v območju receptorjev znatno presega totalno število specifičnih 
vezavnih mest, zaradi tega se koncentracija dodanega liganda kljub vezavi ne zmanjša do te 





3.2.5.2 ŠTUDIJE INHIBICIJE SPECIFIČNE VEZAVE 
Študije inhibicije specifične vezave temeljijo na izpodrivanju RL z vezavnega mesta 
receptorja z uporabo »hladnih« ligandov v določenem koncentracijskem območju. Hladni 
ligandi v odvisnosti od njihove koncentracije različno močno inhibirajo vezavo RL, kar 
lahko izrazimo kot odstotek inhibicije specifične vezave. Inhibicijo specifične vezave 
kvantitativno opredelimo kot koncentracijo hladnega inhibitorja, ki povzroči zmanjšanje 
specifične vezave RL za polovico (IC50) in ki jo odčitamo iz sigmoidne inhibicijske krivulje. 
Vrednost IC50 lahko podamo kot pIC50, ta je merilo afinitete za izpodrivanje RL. Vrednost 
pIC50 in afiniteta sta premo sorazmerni. Pri kompetitivni vezavi obeh ligandov je  IC50 
odvisna od koncentracije RL, odvisnostni koeficient pa nam predstavlja ravnotežna 
konstanta disociacije kompleksa receptor:inhibitor (Ki), ki prikazuje afiniteto »hladnega« 
liganda do receptorja. Vrednost Ki in afiniteta liganda do receptorja sta obratno sorazmerni. 
Odvisnost med IC50 in koncentracijo RL je linearna, opiše jo matematična enačba 
Cheng-Prusoff-a, ob pomoči katere lahko izračunamo vrednosti Ki iz eksperimentalnih 
podatkov (Enačba 2) (18,36,37). 
Enačba 2: Enačba Cheng-Prusoff-a. 
𝐊𝐢 =
𝐈𝐂𝟓𝟎
𝟏 +  [𝐋 ∗]/𝐊𝐃
 
Ki ravnotežna konstanta disociacije kompleksa receptor-inhibitor 
KD ravnotežna konstanta disociacije kompleksa receptor-ligand 
IC50 molarna koncentracija inhibitorja, ki zmanjša specifično vezavo liganda za polovico 
[L* ]molarna koncentracija prostega RL 
* Število molekul liganda v območju receptorjev znatno presega totalno število specifičnih 
vezavnih mest, zaradi tega se koncentracija dodanega liganda kljub vezavi ne zmanjša do te 
mere, da bi bilo to potrebno upoštevati pri izračunu. 
VEZAVA 3H-MEPIRAMINA NA HISTAMINSKE RECEPTORJE H1 IN VEZAVA 
3H-TIOTIDINA NA HISTAMINSKE RECEPTORJE H2 V IZOLIRANIH CELIČNIH 
MEMBRANAH ASTROCITOV  
Študije saturacije in študije inhibicije smo po identičnih postopkih izvajali za hH1R in hH2R. 
Za študije vezavnih lastnosti hH1R smo uporabili radioaktivno označen specifični inverzni 
agonist hH1R - 
3H-mepiramin. Pri določanju specifične vezave smo uporabili specifični 
inverzni agonist hH1R - 10





Za študije vezavnih lastnosti hH2R smo uporabili radioaktivno označen inverzni agonist 
hH2R - 
3H-tiotidin. Pri določanju specifične vezave smo uporabili specifični inverzni agonist 
hH2R - 10
-3 M cimetidin. 
S saturacijskimi študijami smo eksperimentalno določili celokupno in nespecifično vezavo 
RL na proteine izoliranih celičnih membran astrocitov. Vzorce membran smo inkubirali v 
prisotnosti (nespecifična vezava) oziroma odsotnosti (celokupna vezava) specifičnega 
antagonista za hH1R in hH2R. Študije inhibicije smo izvajali pri konstantni koncentraciji RL 
5 ×10-9 M in spreminjajočih se koncentracijah inhibitorjev vezave GTP in Gpp(NH)p'. Ob 
konstantnem dodatku 10 μM GTP oziroma 10 μM Gpp(NH)p' in naraščajočih koncentracijah 
agonista hH1R in hH2R (histamina) smo preko študij inhibicije določili še spremenjeno 
afiniteto vezave za hH1R in hH2R. Tako saturacijske kot tudi inhibicijske študije smo izvajali 
v 0,15 M fosfatnem pufru pri vrednosti pH 7,4 in pri temperaturi 37 °C za 3H-mepiramin 
oziroma 25 °C za 3H-tiotidin. 
3.2.5.3 SATURACIJSKA VEZAVA RADIOLIGANDA 
Tako za 3H-mepiramin kot tudi za 3H-tiotidin smo saturacijski poskus izvedli v 
koncentracijskem območju  od 1 do 15 nM. Kot vzorec smo uporabili suspenzijo izoliranih 
celičnih membran astrocitov s koncentracijo proteinov 1 mg/ml. Za določitev celokupne 
vezave smo si tako za izbrano koncentracijo 3H-mepiramina kot tudi 3H-tiotidina pripravili 
po pet mikrocentrifugirk. V prvi dve, ki sta nam predstavljali slepi vzorec, smo odpipetirali 
225 μL 0,15 M fosfatnega pufra, v preostale tri pa smo odpipetirali po 125 μL fosfatnega 
pufra in mu dodali po 100 μL vzorca membran astrocitov. Podobno smo naredili za določitev 
nespecifične vezave, s to razliko, da smo v epruveti, ki sta predstavljali slepi vzorec, 
odpipetirali po 200 μL fosfatnega pufra, v preostale tri pa po 100 μL pufra in mu dodali po 
100 μL vzorca membran astrocitov. Tako pripravljene vzorce smo po natančno določeni 
shemi (preglednica III) vstavljali v vodno kopel in jim ob konstantnem stresanju pri 
temperaturi 25 °C dodajali 25 μL 3H-mepiramina pri saturacijskih študijah za hH1R, oziroma 
25 μL 3H-tiotidina pri saturacijskih študijah za hH2R. V obeh primerih smo dodali tudi 25 μL 
raztopine inhibitorja vezave: pri hH1R je bil to 10
-3 M triprolidin in v primeru hH2R je bil to 







Preglednica III: Časovni potek poskusa vezave. Oznaka S pomeni slepi vzorec in Vz 
označuje vzorec z izoliranimi celičnimi membranami. Po dodatku radioaktivnega liganda in 
antagonista je končni inkubacijski volumen znašal 250 μL. S tem smo cimetidin in 
radioligand 10× razdredčili. Ob navajanju rezultatov in pri razpravi se bodo oznake 
koncentracij radioligandov in antagonistov nanašale na te razredčene vzorce. 








 S1 0 min / 3 min 18 min 
 S2 3 min / 6 min 21 min 
CELOKUPNA Vz1 6 min / 9 min 24 min 
VEZAVA Vz2 9 min / 12 min 27 min 
 Vz3 12 min / 15 min 30 min 
 S4 6 min 9 min 18 min 33 min 
 S5 9 min 12 min 21 min 36 min 
NESPECIFIČNA Vz4 12 min 15 min 24 min 39 min 
VEZAVA Vz5 15 min 18 min 27 min 42 min 
 Vz6 18 min 21 min 30 min 45 min 
 
Končni inkubacijski volumen je pri vseh vzorcih znašal 250 μL. Kot je videti iz 
preglednice III, smo vsakega izmed vzorcev po zadnjem dodatku inkubirali še nadaljnjih 
15 minut in tako zagotovili pogoje za vzpostavitev ravnotežnega stanja. Reakcijo smo 
prekinili z dodatkom ledeno mrzlega pufra, vsebino epruvete pa vakuumsko prefiltrirali 
skozi steklene mikrofiltre GF/C (Whatman®; premer por 1,2 μm). S tem smo v primeru 
totalne vezave odstranili prebitni RL, pri nespecifični vezavi pa smo hkrati z RL odstranili 
tudi prebitni inverzni agonist. Na površini filtra so ostale membrane astrocitov z vezanim 
RL, katere smo v naslednjem koraku sprali z 10 mL hladnega pufra, ter jih skupaj s filtrom 





3.2.5.4 INHIBICIJA SPECIFIČNE VEZAVE 3H-MEPIRAMINA IN 3H-TIOTIDINA 
Inhibicijo specifične vezave smo izvedli pri koncentraciji RL 5×10-9 M z inhibitorji v 
koncentracijskem območju od 10-9 do 10-5 M. Najprej smo po postopku, ki je identičen  
opisanemu pri saturacijskih študijah, določili celokupno in nespecifično vezavo pri 
koncentraciji RL 5×10-9 M. Nato smo za vsako koncentracijo inhibitorja (posebej za GTP in 
posebej za Gpp(NH)p') pripravili vsakokrat po pet mikrocentrifugirk. Prvi dve sta nam 
vsakič predstavljali slepa vzorca in sta vsebovali po 200 μL fosfatnega pufra. V preostale tri 
smo smo odpipetirali po 100 μL fosfatnega pufra in mu dodali še po 100 μL suspenzije 
membran astrocitov s koncentracijo proteinov 1 mg/mL. 
Pripravljene vzorce smo v razmakih treh minut vstavljali v vodno kopel in ob stalnem 
stresanju pri 25 °C po treh minutah preinkubacije hkrati dodali po 25 μL 5×10-9 M RL. 
Po enakem postopku smo poskus ponovili še tako, da smo namesto GTP in Gpp(NH)p' zdaj  
dodajali najprej sam agonist (histamin) v koncentracijskem območju od 10-10 do 10-5 M  in 
nato še histamin ob hkratnem konstantnem dodatku 10 μM  GTP oziroma 10 μM Gpp(NH)p'. 
3.2.6 DOLOČANJE VEZANEGA 3H-MEPIRAMINA IN 3H-TIOTIDINA S 
TEKOČINSKO SCINTILACIJSKO SPEKTROMETRIJO 
V vsako mikrocentrifugirko, ki je vsebovala filter z membranami smo odpipetirali po 1,5 mL 
scintilacijske tekočine Aquasol. Vzorcem smo nato v scintilacijskem števcu (Microbeta, 
Trilux, Perkin Elmer, ZDA) določili radioaktivnost. 3H-mepiramin in  3H-tiotidin sta s 
tricijem označena inverzna agonista hH1R oziroma hH2R in spadata med zelo šibke beta 
sevalce. Ob vsakem radioaktivnem razpadu sevajoči delec reagira s fluorescirajočo spojino, 
prisotno v scintilacijski tekočini pri čemer nastane svetlobni delec (foton). Naprava zazna 
vsak nastali foton in z njihovim preštevanjem pride do števila radioaktivnih razpadov 
liganda. Števec nam je ob koncu podal vrednosti cpm (counts per minuteštevilo fotonov, 
ki jih števec zazna v eni minuti) in dpm (disintegrations per minutedejansko število 
radioaktivnih razpadov v eni minuti). Iz razmerja cpm/dpm izračunamo učinkovitost – gre 
za sorazmernostni faktor, odvisen od narave izotopa in fluorescirajoče spojine ter 







3.2.7 RAČUNANJE PARAMETROV VEZAVNIH ŠTUDIJ 
 
3.2.7.1 DOLOČANJE PARAMETROV SPECIFIČNE VEZAVE 3H-MEPIRAMINA 
IN 3H-TIOTIDINA NA IZOLIRANE MEMBRANE ASTROCITOV 
Iz podatkov, ki smo jih dobili neposredno po meritvah v scintilacijskem števcu, smo za vsako 
uporabljeno koncentracijo RL izračunali njegovo specifično vezavo na hH1R za 
3H-mepiramin oziroma na hH2R za 
3H-tiotidin v izoliranih membranah astrocitov. Izračunali 
smo jo iz razlike med celokupno in nespecifično vezavo. Vrednosti cpm, dobljene 
neposredno iz števca, so ustrezale radioaktivnosti, izmerjeni v raztopini proteinov 
0,1 mg/mL. Zaradi tega smo rezultate celokupne in nespecifične vezave ter rezultate 
dobljene za specifično vezavo, na koncu še preračunali na koncentracijo proteinov 1 mg/mL. 
Parametre specifične, nespecifične in celokupne vezave 3H-mepiramina oziroma 
3H-tiotidina smo v odvisnosti od koncentracije RL grafično predstavili z uporabo 
računalniškega programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.). Specifično, 
nespecifično in celokupno vezavo 3H-mepiramina oziroma 3H-tiotidina smo v diagramu 
podali kot vrednost cpm pri koncentraciji proteinov 1 mg/mL. 
Z dodatnim grafičnim prikazom smo analizirali specifično vezavo 3H-mepiramina in 
3H-tiotidina v odvisnosti od njune koncentracije. Specifično vezavo smo tokrat podali v 
pikomolih vezanega RL na miligram proteinov. Za prikaz smo uporabili model nelinearne 
regresije, ki ima lastnosti Langmuirjeve adsorpcijske izoterme in preko te smo izračunali 
parametra specifične vezave Bmax in KD. 
3.2.7.2 DOLOČANJE PARAMETROV INHIBICIJE SPECIFIČNE VEZAVE 3H-
MEPIRAMINA IN 3H-TIOTIDINA Z GTP OZIROMA Gpp(NH)p' 
Iz razlike med celokupno in nespecifično vezavo RL pri koncentraciji 5×10-9 M smo 
izračunali vrednost specifične vezave. Nato smo iz podatkov, dobljenih neposredno iz 
scintilacijskega števca, za vsako uporabljeno koncentracijo inhibitorja izračunali odstotek 
inhibicije specifične vezave posameznega RL. Razlika med vrednostjo celokupne vezave 
RL in vrednostjo celokupne vezave RL ob prisotnosti inhibitorja, predstavlja zmanjšanje 
vezave RL na račun specifične vezave. To vrednost smo izrazili kot odstotek inhibicije 





Tudi v tem primeru smo odstotek inhibicije specifične vezave RL grafično prikazali s 
pomočjo računalniškega programa GraphPad Prism. Po metodi nelinearne regresije smo 
odstotek inhibicije specifične vezave RL prikazali kot funkcijo logaritemske vrednosti 
molarne koncentracije inhibitorja. Iz grafov smo za vsak inhibitor odčitali vrednost pIC50. 
Dobljene vrednosti smo vstavili v enačbo Cheng-Prusoff-a (Enačba 2) in izračunali afinitete 
GTP in Gpp(NH)p' do vezavnih mest hH1R oziroma hH2R. 
3.2.7.3 DOLOČANJE PARAMETROV INHIBICIJE SPECIFIČNE VEZAVE  
3H-MEPIRAMINA IN 3H-TIOTIDINA S HISTAMINOM TER HISTAMINOM OB 
KONSTANTNEM DODATKU  GTP OZIROMA Gpp(NH)p' 
Iz razlike med celokupno in nespecifično vezavo RL pri koncentraciji 5×10-9 M smo 
izračunali vrednost specifične vezave. Nato smo iz podatkov, dobljenih neposredno iz 
scintilacijskega števca, za vsako uporabljeno koncentracijo histamina ter histamina ob 
konstantnem dodatku 10 μM GTP oziroma 10 μM Gpp(NH)p' izračunali odstotek inhibicije 
specifične vezave posameznega RL. Razlika med vrednostjo celokupne vezave RL in 
vrednostjo celokupne vezave RL ob prisotnosti histamina ter histamina ob konstantnem 
dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p' predstavlja zmanjšanje vezave RL na račun specifične 
vezave. To vrednost smo izrazili kot odstotek inhibicije specifične vezave RL tako za 
histamin, kot tudi za histamin ob konstantnem dodatku 10 μM GTP oziroma 10 μM 
Gpp(NH)p'. 
Zopet smo odstotek inhibicije specifične vezave RL grafično prikazali s pomočjo 
računalniškega programa GraphPad Prism. Po metodi nelinearne regresije smo odstotek 
inhibicije specifične vezave RL prikazali kot funkcijo logaritemske vrednosti molarne 
koncentracije agonista. Iz grafov smo za vsak primer posebej odčitali vrednost pIC50. 
Dobljene vrednosti smo vstavili v enačbo Cheng-Prusoff-a (Enačba 2) in izračunali afinitete 







3.2.8 OBDELAVA PODATKOV  
Za vsako uporabljeno koncentracijo tako RL kot tudi inhibitorjev specifične vezave smo 
poskus ponavljali najmanj dvakrat. Za vsako uporabljeno koncentracijo smo pripravili 
vzorce izoliranih membran astrocitov v treh paralelkah, kar pomeni, da so končni podatki 
predstavljeni kot rezultat najmaj šestih meritev. Za vsako koncentracijo RL oziroma 
inhibitorja smo izračunali srednjo vrednost in standardno napako srednje vrednosti ter 
rezultate grafično predstavili. Maksimalno gostoto vezavnih mest (Bmax) ter afiniteto vezave 
RL (KD) smo predstavili kot aritmetično sredino ± standardno napako aritmetične sredine. 
Na enak način smo predstavili tudi afiniteto inhibitorjev do izpodrivanja vezave RL (pIC50) 
in spremenjeno afiniteto endogenega agonista histamina pri vezavi ob konstantnem dodatku 
GTP oziroma Gpp(NH)p'. Statistično primerjavo rezultatov smo naredili z neparnim 
Studentovim t-testom za neodvisne vzorce, kjer je statistično značilno razliko predstavljala 
vrednost p < 0,05 in z enosmerno analizo variance, pri kateri statistično značilno razliko 












4. REZULTATI  
4.1 SATURACIJSKA VEZAVA 3H-MEPIRAMINA NA hH1R IN 
3H-TIOTIDINA NA hH2R 
Membranski protein smo inkubirali z naraščajočimi koncentracijami 3H-mepiramina in 
3H-tiotidina v koncentracijskem območju od 1 do 15 nM. To je predstavljalo celokupno 
vezavo RL na receptor. Vzporedno smo izvedli vezavni poskus v prisotnosti prebitka 
(stokratnik koncentracije KD) antagonista hH1R triprolidina oziroma antagonista hH2R 
cimetidina, kar je predstavljalo nespecifično vezavo. Razlika med celokupno in nespecifično 
vezavo je predstavljala specifično vezavo. Specifična vezava 3H-mepiramina je predstavljala 
50-60 % celokupne vezave 3H-mepiramina. Specifična vezava 3H-tiotidina je predstavljala 
20-30 % celokupne vezave 3H-tiotidina. Eksperimentalno določeni parametri specifične 
vezave 3H-mepiramina na vezavna mesta hH1R in 
3H-tiotidina na vezavna mesta hH2R so 
predstavljeni v preglednici IV. 
hH1R:  Celokupna, nespecifična in specifična vezava 3H-mepiramina v koncentracijskem 
območju od 1 do 15 nM je prikazana na sliki 11. Na sliki vidimo, da celokupna in specifična 
vezava 3H-mepiramina strmo naraščata do koncentracije 5 nM, nato se naraščanje ustali. 
Celokupna in specifična vezava dosežeta plato v koncentracijskem območju od 10 do 15 nM 
3H-mepiramina. Nespecifična vezava 3H-mepiramina je vedno, ne glede na uporabljeno 
koncentracijo RL, manjša kot specifična vezava 3H-mepiramina. Nasitljiva vezava kaže na 
prisotnost enega vezavnega mesta za 3H-mepiramin, kar smo dokazali tudi z računalniško 
analizo vezavnih podatkov. Izračunali smo naslednje parametre vezave RL 3H-mepiramina 
na receptor: KD, ki je znašala 12,46 ± 7,10 nM in maksimalno gostoto vezavnih mest Bmax, 
ki je znašala 107,90 ± 37,15 fmol/mg proteinov. Rezultati so grafično predstavljeni na 










































Slika 14: Specifična vezava 3H-mepiramina na hH1R v odvisnosti od koncentracije RL. 
Specifična vezava je podana v femtomolih vezanega RL na miligram proteinov. Za prikaz 
smo uporabili model nelinearne regresije, ki ima lastnosti Langmuirjeve adsorpcijske 
izoterme in preko te smo izračunali parametra specifične vezave Bmax in KD. Točke na grafu 
predstavljajo aritmetično sredino ± standardno napako aritmetične sredine. V primeru, ko 
je standardna napaka aritmetične sredine zelo majhna, se nahaja znotraj narisanega 
simbola (●). 
 
Slika 15: Saturacijska vezava 3H-mepiramina na vezavna mesta hH1R v odvisnosti od 
koncentracije radioaktivno označenega liganda. Vezava je prikazana kot cpm/mg 
proteinov, kar ustreza vrednostim, ki smo jih dobili neposredno iz scintilacijskega števca. 
Vrednosti so aritmetična sredina najmanj šestih meritev. 










































hH2R: Celokupna vezava predstavlja vezavo na vsa receptorska in akceptorska mesta v 
vzorcu, kamor se lahko veže 3H-tiotidin. Celokupna vezava 3H-tiotidina je  naraščala v 
odvisnosti od koncentracije. Pri višjih uporabljenih koncentracijah (več kot 10 nM) vezava 
ne narašča več, se ustali, ker je v vzorcu omejeno število vezavnih mest za tiotidin. 
Nespecifična vezava RL je linearno naraščala pri vseh, razen pri najvišji (15 nM) v poskusih 
uporabljenih koncentracijah RL. Neoznačeni antagonist cimetidin je zasedel vsa vezavna 
mesta na receptorjih H2, zato nespecifična vezava 
3H-tiotidina predstavlja akceptorska 
vezavna mesta. Specifična vezava, ki predstavlja razliko med celokupno in nespecifično 
vezavo RL, narašča v izbranem koncentracijskem območju (1-7 nM) zelo počasi, pri višjih 
koncentracijah 3H-tiotidina  se specifična vezava ustali. Tudi iz tega grafa je lepo razvidna 
nasitljivost, ki je značilna za specifično vezavo. Računalniška analiza specifične vezave v 
odvisnosti od koncentracije RL je razvila naslednje parametre vezave 3H-tiotidina: 
maksimalna gostota vezavnih mest (Bmax) za 
3H-tiotidin je znašala 
156,50 ± 45,64 fmol/mg proteinov. Vrednost ravnotežne konstante disociacije (KD) za 
kompleks 3H-tiotidin-receptor pa je bila 9,37 ± 4,40 nM. Grafični prikaz rezultatov vidimo 
na slikah 13 in 14. 
 
Slika 16: Specifična vezava 3H-tiotidina na hH2R v odvisnosti od koncentracije RL. 
Specifična vezava je podana v femtomolih vezanega RL na miligram proteinov. Za prikaz 
smo uporabili model nelinearne regresije, ki ima lastnosti Langmuirjeve adsorpcijske 
izoterme in preko te smo izračunali parametra specifične vezave Bmax in KD. 
 











































Slika 17: Saturacijska vezava 3H-tiotidina na vezavna mesta hH2R v odvisnosti od 
koncentracije radioaktivno označenega liganda. Vezava je prikazana kot cpm/mg 
proteinov, kar ustreza vrednostim, ki smo jih dobili neposreno iz scintilacijskega števca. 
Vrednosti so aritmetična sredina najmanj šestih meritev. 
 
Preglednica IV: Tabelarični povzetek eksperimentalno določenih parametrov specifične 
vezave 3H-mepiramina in 3H-tiotidina na vezavna mesta histaminskih receptorjev H1 in H2 
izoliranih membran astrocitov. 
 Bmax (fmol/mg    
proteinov) 
KD (nM) 
H1R 107,90 ± 37,15  12,46 ± 7,10 
H2R 156,50 ± 45,64   9,37 ± 4,40 
  







































4.2 INHIBICIJA SPECIFIČNE VEZAVE 3H-MEPIRAMINA NA 
hH1R IN 3H-TIOTIDINA NA hH2R 
V naslednji fazi smo želeli preveriti, kako na vezavo RL vpliva dodajanje GTP oziroma 
Gpp(NH)p'. Najprej smo izvedli poskusa dodajanja GTP oziroma Gpp(NH)p' k vzorcem 
izoliranih membran astrocitov, in sicer z namenom, da bi potrdili predpostavko, da pride ob 
dodajanju obeh gvanozinskih nukleotidov do zaviranja vezave RL na vezavna mesta. To se 
je ob dodajanju naraščajočih koncentracij GTP oziroma Gpp(NH)p' v primerih obeh 
receptorjev tudi zgodilo.  
hH1R: Pri zaviranju vezave 3H-mepiramina z GTP oziroma Gpp(NH)p' smo dobili zelo 
podobni krivulji; če ju primerjamo, vidimo, da čeprav je pri nižjih koncentracijah GTP 
močneje zaviral vezavo RL, pa se je vseeno Gpp(NH)p' na koncu izkazal kot nekoliko 
močnejši inhibitor vezave 3H-mepiramina na hH1R. Prav tako lahko vidimo, da v primeru 
Gpp(NH)p' dosežemo 100-% inhibicijo, medtem ko graf inhibicije v odvisnosti od 
koncentracije GTP že začne prehajati v plato pri okrog 95 % inhibicije. Vrednost pIC50 za 
GTP je znašala 6,98 ± 0,11. Vrednost pIC50 za Gpp(NH)p' pa je znašala 7,05 ± 0,06. Z 
uporabo vrednosti pIC50, ki smo jih vstavili v enačbo Cheng-Prusoff-a, smo izračunali 
vrednosti Ki (ravnotežna konstanta disociacije za kompleks receptor:inhibitor). Ki za 
Gpp(NH)p' je bila 64,30 nM in Ki za GTP je bila 74,93 nM. Parametri izpodrivanja 
specifično vezanega 3H-mepiramina z vezavnih mest hH1R ob dodatku GTP oziroma 
Gpp(NH)p' so zbrani v preglednici V. Razlika v afinitetah med GTP in Gpp(NH)p' do 
izpodrivanja specifično vezanega RL 3H-mepiramina ni bila statistično značilna. Grafični 
prikaz rezultatov je na sliki 15. 
Preglednica V: Primerjava parametrov izpodrivanja (IC50, pIC50 in Ki)  specifično vezanega 




IC50 (nM) pIC50 Ki (nM) 
GTP 105 ± 1,29 6,98 ± 0,11 74,93 







Slika 18: Inhibicija specifične vezave 3H-mepiramina na hH1R v izoliranih membranah 
astrocitov kot funkcija koncentracije inhibitorjev GTP oziroma Gpp(NH)p'. Rezultati so 
podani kot aritmetiča sredina ± standardna napaka najmanj šestih meritev. 
 
hH2R: Raziskovalno delo smo nadaljevali s preverjanjem vpliva GTP oziroma Gpp(NH)p' 
na vezavo RL 3H-tiotidina. Dodatek GTP ali Gpp(NH)p' v odvisnosti od koncentracije zavira 
vezavo 3H-tiotidina na vezavno mesto hH2R. Dobili smo krivulji s skorajda enako obliko, s 
to razliko, da je krivulja GTP pomaknjena na desno za faktor 10. Iz primerjave obeh krivulj 
inhibicije specifične vezave RL je razvidno, da je Gpp(NH)p' močneje zaviral vezavo 
3H-tiotidina. Krivulji sta skorajda vzporedni do 75-% inhibicije, nato je krivulja GTP začela 
bolj strmo naraščati. Zanimivo pa je to, da sta zadnji točki obeh grafov identična vrednost, 
se pravi, da popolna inhibicija vezave RL (100 %) poteče pri isti vrednosti koncentracije 
(10 μM) GTP oziroma Gpp(NH)p'. Vrednost pIC50 za GTP je znašala 6,28 ± 0,05, medtem 
ko je vrednost pIC50 za Gpp(NH)p' znašala 7,26 ± 0,03. Z uporabo vrednosti pIC50, ki smo 
jih vstavili v enačbo Cheng-Prusoff-a, smo izračunali vrednosti Ki (ravnotežna konstanta 
disociacije za kompleks receptor:inhibitor). Ki za Gpp(NH)p' je bila 44,63 nM in Ki za GTP 
je bila 430,11 nM. Parametri izpodrivanja specifično vezanega 3H-tiotidina z vezavnih mest 
hH2R ob dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p' so zbrani v preglednici VI. Razlika v afiniteti 
izpodrivanja 3H-tiotidina z vezavnih mest je bila statistično značilna (enosmerna analiza 
variance). Slika 16 nam grafično prikazuje dobljene rezultate. 






















































































Slika 19: Inhibicija specifične vezave 3H-tiotidina na hH2R v izoliranih membranah 
astrocitov kot funkcija koncentracije inhibitorjev GTP oziroma Gpp(NH)p'. Rezultati so 
podani kot aritmetiča sredina ± standardna napaka najmanj šestih meritev. 
 
Preglednica VI: Primerjava parametrov izpodrivanja (IC50, pIC50 in Ki)  specifično 
vezanega 3H-tiotidina z vezavnih mest hH2R na membranah astrocitov podgane z GTP in 
Gpp(NH)p'. 
3H-tiotidin; hH2R IC50 (nM) pIC50 Ki (nM) 
GTP 530,0 ± 1,12 6,23 ± 0,05 345,59 
Gpp(NH)p' 55,0 ± 1,08 7,26 ± 0,03 35,86 
 
Nato smo se osredotočili na ključni del našega raziskovalnega dela, in sicer smo 
eksperimentalno preverili, kako dodatek  GTP oziroma Gpp(NH)p' vpliva na vezavne 
lastnosti in hkrati tudi na afiniteto endogenega agonista histamina za vezavo na hH1R in 
hH2R. Najprej smo poskus izvedli samo z endogenim agonistom histaminskih 
receptorjev - histaminom, ki je ob dodajanju naraščajočih koncentracij zaviral specifično 
vezavo RL. Nato smo poskus ponovili z enakimi koncentracijami histamina, s to razliko, da 





hH1R: Iz grafov inhibicije specifične vezave RL z endogenim agonistom histaminom in 
agonistom ob konstantnem dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p' vidimo, da je prišlo v obeh 
primerih dodatka do premika krivulje v desno; k višjim koncentracijam. Do 50-% inhibicije 
specifične vezave je torej prišlo šele pri višjih koncentracijah histamina. To pomeni, da se je 
ob dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p' afiniteta histamina do vezavnih mest na hH1R 
zmanjšala, in sicer v primeru dodatka Gpp(NH)p' še bolj kot ob dodatku GTP. Vrednost 
pIC50 za histamin je znašala 7,31 ± 0,12. Vrednost pIC50 za histamin ob prisotnosti 10 μM 
Gpp(NH)p' je znašala 6,51 ± 0,18 in vrednost pIC50 za histamin ob prisotnosti 10 μM GTP 
je znašala 6,76 ± 0,18. Vrednosti pIC50 se med seboj statistično značilno ne razlikujejo. Z 
uporabo vrednosti pIC50, ki smo jih vstavili v enačbo Cheng-Prusoff-a, smo izračunali še 
vrednosti Ki  (Ki = inhibicijska konstanta). Vrednost Ki za histamin je znašala 35,11 nM. Ki 
za histamin z Gpp(NH)p' je bila 221,23 nM, kar je bilo statistično značilno zmanjšanje 
(p < 0,05) in Ki za histamin z GTP je bila 122,74 nM, kar se ni statistično značilno 
razlikovalo od Ki histamina. V preglednici VII so zbrani dobljeni parametri izpodrivanja 
specifično vezanega 3H-mepiramina z vezavnih mest hH1R na membranah astrocitov 
podgane z endogenim agonistom histaminom in histaminom ob konstantnem dodatku GTP 
oziroma Gpp(NH)p'.  Na slikah 17 in 18 vidimo grafični prikaz rezultatov. 
 
Slika 20: Inhibicija specifične vezave 3H-mepiramina na hH1R v izoliranih membranah 
astrocitov kot funkcija koncentracije histamina in histamina s konstantnim dodatkom  
10 μM Gpp(NH)p'. Rezultati so podani kot aritmetiča sredina ± standardna napaka najmanj 
šestih meritev. 















































Slika 21: Inhibicija specifične vezave 3H-mepiramina na hH1R v izoliranih membranah 
astrocitov kot funkcija koncentracije histamina in histamina s konstantnim dodatkom  
10 μM GTP. Rezultati so podani kot aritmetiča sredina ± standardna napaka najmanj šestih 
meritev. 
Preglednica VII: Primerjava parametrov izpodrivanja (IC50, pIC50 in Ki)  specifično 
vezanega 3H-mepiramina z vezavnih mest hH1R na membranah astrocitov podgane z 
endogenim agonistom histaminom in histaminom ob konstantnem dodatku GTP oziroma 
Gpp(NH)p'. Oznaka ns pomeni, da razlika ni statistično značilna; oznaka * pomeni statično 
značilno razliko (p < 0,05).  
3H-mepiramin;  
hH1R 
IC50 (nM) pIC50 Ki (nM) 
histamin 49,20 ± 1,33 7,31 ± 0,12 35,11 
histamin + GTP 172,0 ± 1,51 ns 6,76 ± 0,18 ns 122,74 ns 
histamin 
+ Gpp(NH)p' 
310,0 ± 1,52 * 6,51 ± 0,18 * 221,23 * 
 
hH2R: Iz grafov inhibicije specifične vezave RL z endogenim agonistom histaminom in 
agonistom v prisotnosti GTP oziroma Gpp(NH)p' vidimo, da je prišlo v obeh primerih 
dodatka do premika krivulje v levo (k nižjim koncentracijam. Do 50-% inhibicije specifične 














































vezave 3H-tiotidina je torej prišlo že pri nižjih koncentracijah histamina. To pomeni, da se 
je ob dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p' afiniteta histamina do hH2R povečala, in sicer v 
primeru dodatka Gpp(NH)p' še bolj kot ob dodatku GTP. Vrednost pIC50 za histamin je 
znašala 6,84 ± 0,12. Vrednost pIC50 za histamin ob konstantnem dodatku 10 μM Gpp(NH)p' 
je znašala 8,08 ± 0,13 in vrednost pIC50 za histamin ob konstantnem dodatku 10 μM GTP je 
znašala 7,66 ± 0,03. Z uporabo vrednosti pIC50, ki smo jih vstavili v enačbo 
Cheng-Prusoff-a, smo izračunali vrednosti Ki (ravnotežna konstanta disociacije za kompleks 
receptor:inhibitor). Vrednost Ki za histamin je znašala 95,20 nM. Ki za histamin z 
Gpp(NH)p' je bila 5,41 nM   in Ki za histamin z GTP je bila 14,35 nM. Razlika v afiniteti 
vezave histamina na receptor smo analizirali z enosmerno analizo variance in je bila v 
primeru obeh dodatkov statistično značilna (p < 0,05). V preglednici VIII so zbrani dobljeni 
parametri izpodrivanja specifično vezanega 3H-tiotidina z vezavnih mest hH2R na 
membranah astrocitov podgane z endogenim agonistom histaminom in histaminom ob 
konstantnem dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p'. Grafični prikaz rezultatov vidimo na slikah 
19 in 20.  








































Slika 22: Inhibicija specifične vezave 3H-tiotidina na hH2R v izoliranih membranah 
astrocitov kot funkcija koncentracije histamina in histamina s konstantnim dodatkom  















































Slika 23: Inhibicija specifične vezave 3H-tiotidina na hH2R v izoliranih membranah 
astrocitov kot funkcija koncentracije histamina in histamina s konstantnim dodatkom  
10 μM GTP. Rezultati so podani kot aritmetiča sredina ± standardna napaka najmanj šestih 
meritev. 
 
Preglednica VIII: Primerjava parametrov izpodrivanja (IC50, pIC50 in Ki)  specifično 
vezanega 3H-tiotidina z vezavnih mest hH2R na membranah astrocitov podgane z endogenim 
agonistom histaminom in histaminom ob konstantnem dodatku GTP oziroma Gpp(NH)p'. 
Oznaka ** pomeni statično značilno razliko (p < 0,01); oznaka *** pomeni statistično 
značilno razliko (p < 0,001). 
3H-tiotidin; hH2R IC50 (nM) pIC50 Ki (nM) 
histamin 146,20 ± 1,32 6,84 ± 0,12 95,20 
histamin + GTP 22,0 ± 1,06 ** 7,66 ± 0,03 ** 14,35 ** 
histamin 
+ Gpp(NH)p' 









Vezava liganda na receptor je ključnega pomena za  prenos signala in učinek ter ključen 
korak za raziskave fizioloških procesov in farmakoloških učinkov. Do 80. let prejšnjega 
stoletja so bili ligandi, ki se vežejo na GPCRs in povzročijo učinek, opredeljeni kot agonisti, 
in ligandi, ki po vezavi na receptor ne povzročijo učinka, označeni za antagoniste. V 80. letih 
prejšnjega stoletja so odkrili, da so receptorji tudi  konstitutivno aktivni. To pomeni, da so 
aktivni, ne da bi bili nanje vezani agonisti. Poleg tega so odkrili ligande, ki po vezavi na 
receptor povzročajo učinek, ki je nasproten učinku  endogenega agonista. Ligand s temi 
lastnostmi je inverzni agonist. Njegova glavna lastnost je, da zmanjša bazalno konstitutivno 
aktivnost določenega receptorja (17).  
Čeprav že veliko vemo o prenosu signala in signalnih poteh, mehanizem, s katerim se ligand 
veže in aktivira GPCRs, še ni popolnoma pojasnjen. Pomemben napredek pri razumevanju 
vloge GPCRs je bilo spoznanje, da se lahko receptorji GPCR sklopijo in funkcionalno 
aktivirajo proteine G tudi, če agonist ni vezan na vezavno mesto. Interakcijo med različnimi 
ligandi – agonisti, antagonisti in inverznimi agonisti ter receptorji in proteini G simulirajo 
različni teoretični modeli (40). Model kubičnega ternarnega kompleksa (model CTC) 
predvideva, da se s proteinom G sklopijo receptorji, ki se nahajajo tako v aktivnem kot tudi 
v neaktivnem stanju (R*G, LR*G, RG, LRG; slika 4). Agonisti povečajo konstitutivno 
receptorsko aktivnost, antagonisti nimajo učinka nanjo, inverzni agonisti imajo sposobnost 
zmanjšanja konstitutivne aktivnosti receptorskih sistemov. Glede na do zdaj predlagane 
modele lahko inverzni agonist znižuje konstitutivno aktivnost GPCRs na vsaj tri različne 
načine: tako, da se raje veže na receptor v neaktivnem stanju; tako, da se raje veže na 
receptor, ki ni sklopljen s proteinom G; ali tako, da se veže na receptor, ki sicer je sklopljen 
s proteinom G, a je hkrati v neaktivni konformaciji. Čeprav je tretji naveden mehanizem 
samo predpostavka glede na model CTC, ki dovoljuje obstoj neaktivne oblike receptorja, 
sklopljenega s proteinom G, pa obstajajo eksperimentalni dokazi, ki potrjujejo vse tri izmed 
zgoraj naštetih mehanizmov delovanja inverznih agonistov (17). 
Vsi podtipi histaminskih receptorjev spadajo v razred II farmakoloških receptorjev. To so 
receptorji, po aktivaciji katerih pride do sklapljanja s proteinom G, ki se nahaja v membrani 
ločeno od receptorja. Temu sledi disociacija proteina G na podenote in nadaljnja aktivacija 
signalnih kaskad, ki vodi do učinka. Zaradi procesa sklapljanja membranskih receptorjev s 





ligandi do vezave na receptor (14,18). To smo tudi dokazali z rezultati naših vezavnih študij. 
Aktivacija receptorja, ki nastane zaradi vezave agonista, povzroči, da se kompleks 
agonist:receptor sklopi s proteinom G, da nastane ternarni kompleks 
receptor:ligand:protein-G. Posledično pride do konformacijske spremembe receptorskega 
proteina in nastanka vezavnega mesta z manjšo afiniteto za vezavo agonista (41). Do tega 
pride zaradi vezavnih interakcij, ki potekajo v dveh stopnjah. Vezava agonista na receptor 
poveča afiniteto proteina G do kompleksa agonist:receptor in sklopitev proteina G z 
receptorjem poveča afiniteto receptorja do agonista (42). V intaktnih celicah pa pride hitro 
do razpada ternarnega komplesa, zato z metodami, ki jih imamo na voljo v našem 
laboratoriju, ne moremo dokazati, ali po sklopitvi kompleksa ligand:receptor s proteinom G 
pride do spremembe afinitite za vezavo agonista na opazovani receptor. 
V primeru naše magistrske naloge smo delali eksperimente na izoliranih membranah 
astrocitov novorojenih podgan (t.i. »broken cells« preparations), kjer smo z dodajanjem 
GTP oziroma Gpp(NH)p' lahko ponazorili dogodke, ki protein G odklopijo od receptorja. V 
teh razmerah z dodatkom GTP ali analoga Gpp(NH)p' tudi podaljšamo trajanje kompleksa 
ligand:receptor in lahko preverimo, ali se spremeni afiniteta histaminskih receptorjev za 
endogeni agonist histamin.  
Tak poskus se imenuje »GTP shift« po značilnem premiku inhibicijske krivulje agonista v 
desno po prenehanju sklapljanja s proteinom G. Ker GTP ne povzroči spremembe v vezavi 
antagonistov na vezavno mesto na receptorju, metodo »GTP shift« uporabljamo za oceno, 
ali je določen ligand agonist ali antagonist v razmerah in vitro (18).  
V poskusih, ki smo jih izvedli, smo želeli pokazati, kako GTP oziroma njegov analog 
Gpp(NH)p', ki ni podvržen hidrolizi, vplivata na vezavne lastnosti histaminskega receptorja 
H1 in H2 ter na afiniteto histamina do obeh receptorjev. 
VPLIV GTP OZIROMA Gpp(NH)p' NA VEZAVO RL IN AFINITETO 
AGONISTA ZA VEZAVO NA RECEPTOR 
Po tem ko smo dokazali prisotnost specifičnih vezavnih mest na dveh podtipih histaminskih 
receptorjev, prisotnih v izoliranih membranah astrocitov novorojene podgane, s 
saturacijskimi študijami, smo se lotili eksperimentalnega dela dokazovanja vpliva dodatka 
GTP oziroma Gpp(NH)p' na vezavne lastnosti receptorjev in afiniteto endogenega agonista 





hH1R: Kot RL smo uporabili 3H-mepiramin in najprej naredili poskuse z  dodajanjem 
naraščajočih koncentracij GTP oziroma Gpp(NH)p'. Oba sta zavirala vezavo RL, pri čemer 
se je Gpp(NH)p' izkazal za nekoliko močnejšega zaviralca vezave RL z vrednostjo Ki 
64,30 nM, medtem ko je vrednost Ki za GTP znašala 74,93 nM. Rezultati potrjujejo 
ugotovitev, da je mepiramin inverzni agonist in antagonist (17). 
O podobnih znanstvenih rezultatih poroča Fitzsimons s sodelavci (17). Raziskovalna 
skupina je ugotovila, da je mepiramin sposoben znižati bazalno konstitutivno aktivnost 
histaminskega receptorja H1, ter da se z visoko afiniteto veže z receptorjem, ki je že sklopljen 
s proteinom G (slika 24), a je hkrati v neaktivni obliki. Mepiramin po vezavi na histaminski 
receptor H1 ohranja receptor v t.i. neaktivnem stanju (17). 
V nadaljevanju so sledili poskusi, s katerimi smo preverili vpliv dodatka GTP oz. Gpp(NH)p' 
na izpodrivanje specifično vezanega 3H-mepiramina s histaminom in dokazali 
t.i. »GTP shift«. Histamin je v odvisnosti od koncentracije izpodrival specifično vezan 
3H-mepiramin. Dodatek GTP oz. Gpp(NH)p' je povzročil, da se je inhibicijska krivulja 
izpodrivanja specifično vezanega 3H-mepiramina s histaminom pomaknila v desno. 
Afiniteta do izpodrivanja vezanega RL se je zmanjšala z 7,31 ± 0,12 na 6,76 ± 0,18 ob 
prisotnosti GTP in na 6,51 ± 0,18 ob prisotnosti Gpp(NH)p'. Dodatek Gpp(NH)p' je 
povzročil statistično značilno zmanjšanje afinitete histamina do vezavnega mesta na 
histaminskem receptorju H1. 
Zmanjšanje afinitete endogenega agonista histamina do histaminskega receptorja H1 po 
dodatku  gvaninskih nukleotidov je skladno z rezultati, ki smo jih že dobili v našem 
laboratoriju (43) in z rezultati Lefkowitzeve raziskovalne skupine (44,45). Lefkowitz je 
predlagal, da se agonisti z različno afiniteto vežejo na receptor, ki je že sklopljen na protein 
G in na nesklopljen receptor, medtem ko se antagonisti z enako afiniteto vežejo na sklopljen 
in nesklopljen receptor. Dodatek GTP povzroči, da se dvofazne inhibicijske krivulje 
agonistov spremenijo v enofazne in da se afiniteta agonistov do receptorja zmanjša, medtem 
ko se afiniteta antagonistov ob prisotnosti GTP v inhibicijskih vezavnih poskusih ne 
spremeni (46). 
Močnejši  negativni učinek Gpp(NH)p' nastane zaradi tega, ker Gpp(NH)p' po vezavi na 





ko se GTP lahko hidrolizira in zato receptor zaradi konstitutivne aktivnosti lahko prehaja 
med aktivno in neaktivno obliko. 
 
Slika 24: Model CTC in molekula mepiramina. 3H-mepiramin se z visoko afiniteto veže na 
obliko receptorja, ki je kljub neaktivnemu stanju vezan s proteinom G (RG). Povzeto po (17).  
hH2R: Rezultati vezavnih študij z uporabo 3H-tiotidina (slika 25) so pokazali, da je 
nespecifična vezava 3H-tiotidina bistveno večja od specifične, receptorske vezave. Iz tega 
lahko sklepamo, da se tiotidin v celičnih membranah astrocitov ne veže le na histaminski 
receptor H2, ampak tudi na druge strukturne in funkcionalne proteine v plazemski membrani. 
Po opredelitvi osnovnih lastnosti vezave 3H-tiotidina smo preverili, ali naraščajoče 
koncentracije GTP in Gpp(NH)p' lahko izpodrivajo vezan 3H-tiotidin z njegovih vezavnih 
mest. Oba gvaninska nukleotida sta zavirala vezavo RL, pri čemer se je Gpp(NH)p' v 
primerjavi z GTP izkazal kot močnejši zaviralec vezave RL. Ki za izpodrivanje vezanega 
3H-tiotidina z Gpp(NH)p' je znašala 35,86 nM, medtem ko je vrednost Ki za GTP, ki je 
izpodrival na hH2R vezan radioligand, znašala 345,6 nM. 
Kljub temu, da podatkovana baza IUPHAR (48) tiotidin še vedno opredeljuje kot antagonist 
hH2R, se ta obnaša kot inverzni agonist. Da je tiotidin inverzni agonist so predlagali tudi 
Monzcor s sodelavci (49), ki so ugotovili, da tiotidin namreč znižuje bazalno koncentracijo 
sekundarnega prenašalca cAMP. Ugotovili so tudi, da se 3H-tiotidin veže na dve vezavni 
mesti na histaminskem receptorju H2, ki so ga prenesli v celično linijo U937. Na eno od 





vezavno mesto z nizko afiniteto in veliko kapaciteto. Po dodatku 
gvanozin-5-O-(3-tio)trifosfata (analog GTP, ki ni podvržen hidrolizi) se 3H-tiotidin veže le 
na eno vezavno mesto, mesto z nizko afiniteto in veliko kapaciteto,  kar potrjuje, da se 
3H-tiotidin veže na vezavno mesto na receptorju, ki se sklopi s proteinom G  in izraža 
klasično vezavno mesto za agonist (»ghost site«). Edini od modelov, ki opisuje delovanja 
receptorjev, ki so jih razvili do sedaj in ki lahko razloži »dvojno« obnašanje tiotidina, je 
model CTC. Ta model omogoča, da se protein G sklopi z receptorjem tudi takrat, ko je ta v 
neaktivnem stanju in ga tako v tem neodzivnem stanju tudi ohranja. Raziskovalna skupina 
je razvila tudi simulacijo vezave ligandov na receptor, pri kateri je  upoštevala značilnosti  
modela CTC. Sočasno upoštevanje računskih simulacij in eksperimentalnih rezultatov je  
skupino privedlo  do  dveh zaključkov: tiotidin je inverzni agonist in eksperimentalno so 
potrdili model CTC (49). 
 
Slika 25: Strukturna formula tiotidina. Povzeto po  (47). 
V nadaljevanju smo vezan 3H-tiotidin izpodrivali z vezavnih mest s histaminom ter 
histaminom v prisotnosti gvaninskih nukleotidov. Histamin je od koncentracije odvisno 
izpodrival vezan 3H-tiotidin s Ki 95,20 nM. V prisotnosti GTP se je inhibicijska krivulja 
histamina pomaknila v levo (afiniteta se je povečala) in Ki histamina v prisotnosti GTP je 
znašala 14,35 nM oziroma ob dodatku Gpp(NH)p' 5,41 nM, kar je presenetljiv rezultat. 
Podoben rezultat so opazili pri inverznih agonistih. Inhibicijske krivulje inverznih agonistov 
dopaminskih receptorjev, s katerimi so izpodrivali specifično vezan 
3H-N-propilnorapomorfin, so bile dvofazne in nakazovale na obstoj vezavnega mesta z 
veliko in majhno afiniteto. Ob dodatku GTP so se dvofazne inhibicijske krivulje inverznih 
agonistov spremenile v enofazne. Vrednosti Ki inhibicije izpodrivanja 
3H-N-propilnorapomorfina z inverznimi agonisti dopaminskih receptorjev ob prisotnosti 
GTP so se zmanjšale (50).  Japonska skupina (51) je ugotovila, da Gpp(NH)p' ne spremeni 
afinitete izpodrivanja 3H-tiotidina s histaminom z vezavnih mest histaminskega receptorja 
na atriju budre. Naš rezultat lahko razložimo s tem, da gvaninski nukleotidi vplivajo tako na 





vezavne lastnosti 3H-tiotidina; poleg tega pa ni nujno, da se histamin in 3H-tiotidin vežeta na 
isto vezavno mesto, na kar je nakazal že Giraldo s sodelavci (52). 
Čeprav sta tudi v primeru hH2R oba gvaninska nukleotida zavirala vezavo RL, pa je pri 
vezavi endogenega agonista histamina prišlo do popolnoma drugačnih rezultatov kot pri 
izpodrivanju vezanega 3H-mepiramina z vezavnih mest na  hH1R. Vidimo, da se je ob 
dodatku tako enega kot tudi drugega gvaninskega nukleotida afiniteta histamina do 
receptorja močno povečala. V primeru Gpp(NH)p' je bil ta - tokrat pozitivni učinek - spet 
močnejši, sklepamo, da spet na račun njegove nepodvrženosti hidrolizi. 
V naši magistrski nalogi smo vse eksperimete opravili na izoliranem sistemu membran 
astrocitov novorojenih podgan. Prednost tega modelnega sistema je, da na poskuse vpliva 
manj homeostatskih mehanizmov. Slabost tega modelnega sistema je, da ne ponazarja 
fizioloških razmer. Slabost našega sistema je tudi v tem, da lahko raziskujemo samo vezavo 
in sklop s proteinom G, ne moremo pa preučevati signalizacije in učinkov.  
Mehanizmi, preko katerih inverzni agonisti dosegajo svoje učinke, niso enotni. 
Eksperimentalno pridobljeni podatki, ki so podprti s teoretičnimi modeli, govorijo v prid 
vsaj treh različnih možnih načinov njihovega delovanja (49). Inverzni agonizem je 
pomemben vidik interakcije med učinkovino in receptorjem in ima še neizkoriščen 
terapevtski potencial. Prav tako še ne vemo, kako se spremeni bazalna aktivnost receptorjev 
pri nekaterih bolezenskih stanjih, zato še vedno zdravljenje nekaterih stanj (npr. kroničnega 
popuščanja) temelji na postopnem prilagajanju odmerka posameznemu bolniku.  
Če predpostavimo, da zdravljenje številnih patoloških stanj z antagonisti ne bi bilo 
učinkovito, ker bi lahko vodilo v zvišano bazalno aktivnost receptorja in da lahko 
dolgotrajno zdravljenje z inverznim agonistom vodi v razvoj tolerance in povečane 
občutljivosti po prekinitvi terapije, je zelo pomembno, da razlikujemo med antagonisti in 
inverznimi agonisti (5). 
Pri načrtovnju in sintezi novih zdravilnih učinkovin je ključnega pomena, da razumemo 
mehanizme delovanja in aktivacije oziroma zaviranja receptorjev. Čeprav smo se z 
eksperimenti v našem magistrskem delu omejili le na določanje afinitete za vezavo na 
receptor, smo dokazali, da ima hidroliza GTP ključni pomen za prehajanje receptorja med 
aktivno in neaktivno obliko (konstitutivna aktivnost receptorjev). Nehidrolizabilni analog 





večji vpliv na spremenjeno afiniteto endogenega agonista histamina za vezavo na receptor. 
V primeru hH1R je afinteto zmanjšal, medtem ko se je v primeru hH2R afiniteta histamina 
za vezavo na receptor povečala. Nove izzive predstavljajo študije, ki bodo pokazale, kako bi 
lahko te lastnosti ligandov in metode, ki jih izvajamo na celicah ali delih celic, izkoristili pri 







V zaključku bomo povzeli kar smo ugotovili glede zastavljenih delovnih hipotez: 
1. S poskusi saturacije smo potrdili vezavo 3H-mepiramina na hH1R v izoliranih 
celičnih membranah astrocitov. Vezava 3H-mepiramina je bila nasitljiva in 
reverzibilna. Maksimalna gostota vezavnih mest je bila 107,90 ± 37,15 fmol/mg 
proteinov. Afiniteta 3H-mepiramina do receptorja je bila 12,46 ± 7,10 nM. 
 
2. S poskusi saturacije smo potrdili vezavo 3H-tiotidina na hH2R v izoliranih celičnih 
membranah astrocitov. Vezava 3H-tiotidina je bila nasitljiva in reverzibilna. 
Maksimalna gostota vezavnih mest je bila 156,50 ± 45,64 fmol/mg proteinov. 
Afiniteta 3H-mepiramina do receptorja je bila 9,37 ± 4,40 nM. 
 
3. Dodatek GTP oziroma Gpp(NH)p' je spremenil vezavne lastnosti inverznih 
agonistov 3H-mepiramina in 3H-tiotidina na vezavna mesta receptorjev hH1R in 
hH2R v izoliranih membranah astrocitov. Gpp(NH)p' je spremenil afiniteto do 
vezave histamina na oba podtipa histaminskih receptorjev, GTP pa je povečal 
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8.1 DOLOČITEV KONCENTRACIJE PROTEINOV Z METODO 





B (slepi  
    vzorec) 
0,48   























VZOREC IZOLIRANIH MEMBRAN 
ASTROCITOV µg prot µg prot/900 µl* Povprečje µg/900 µl 
2 μl 
0,73 0,25 6,745684 3035,5578 
2589,503 
0,72 0,24 6,370239 2866,60755 
5 μ 
0,91 0,43 13,50369 2430,6642 
0,85 0,37 11,25102 2025,1836 
*Volumen vzorca, ki je bil na voljo za poskus. Vzorec smo ustrezno razredčili na koncentracijo 
proteinov 1 mg/ml. 
























8.2 IZPIS REZULTATOV MERITEV SCINTILACIJSKEGA 
ŠTEVCA (primer) 
RUN INFORMATION:        
================       
Counting protocol no:  2                                  Thu 24-Nov-2016 15:24   
Name: 3H-TIOTIDIN        
DPM standardization protocol no:  0      
         
         
COLUMNS:        
========        

















94 236 0,398 143,4 .  
Unk_2 98 247 0,3947 143 .  
Unk_3 221 476 0,4643 150,4 .  
Unk_4 162 451 0,3587 139 .  
Unk_5 146 463 0,3141 134,3 .  
Unk_6 
N 
66 133 0,5 153,6 .  
Unk_7 81 196 0,4124 145 .  
Unk_8 164 463 0,354 138,5 .  
Unk_9 153 464 0,3294 135,9 .  

















223 641 0,3481 137,9 .  
Unk_12 95 663 0,2936 132,4 .  
Unk_13 218 676 0,322 135,1 .  
Unk_14 255 758 0,336 136,6 .  
Unk_15 214 695 0,3078 133,7 .  
Unk_16 
N 
133 369 0,3593 139,1 .  
Unk_17 152 450 0,3373 136,7 .  
Unk_18 279 917 0,3049 133,5 .  
Unk_19 229 696 0,3295 135,9 .  

















373 1482 0,2514 128,8 .  
Unk_22 482 1953 0,2469 128,5 .  
Unk_23 750 3283 0,2284 127 .  
Unk_24 844 3425 0,2464 128,4 .  
Unk_25 691 2788 0,2478 128,6 .  
Unk_26 
N 
347 1327 0,2611 129,6 .  
Unk_27 353 1413 0,2496 128,7 .  
Unk_28 692 2878 0,2406 128 .  
Unk_29 588 5660 0,2805 131,2 .  
Unk_30 2 x 10-8M 3H-tiotidin 22546 64915 0,3473 137,8 .  
Unk_31 
3 x 10-8M 3H-tiotidin 
  37228 91927 0,405 144,2 PREC  
Unk_32 
9 x 10-8M 3H-tiotidin 
  95036 241573 0,3934 142,9 PREC  
Total activity:      99141.6 DPM     44.66 nCi      1.65 kBq    
END         
 
